PCT 



REQUEST 

The undersigned requests that the present 
international application be processed 
according to the Patent Cooperation Treaty, 



ng Office use only 



International Application No. PCT/PROQ/02 1 30 



International Filing Date 



Name of receiving Office and "PCT International Application" 



Box No. I TITLE OF INVENTION 

METHOD FOR OBTAINING ISOGENIC TRANSGENIC LINES 



Applicant's or agent's file reference 
(if desired) (12 characters maximum') 



PH 99043 



Box No. II 



APPLICANT 



Name and address: (Family name followed by given name: for a legal entity, full official designation. 
The address must include postal code and natne of country. The country of the address indicated in 
this Box is the applicant's State (that is. country) of residence if no State of residence is indicated 
below.) 

RhoBio 

14-20 rue Pierce Baize! BP 9163 
69263 LYON 



TT 



This person is also inventor. 



Telephone No. 

+33.4.72.85.23.92 



Facsimile No. 

+33.4.72.85.28-43 



Teleprinter No. 



State (thai Is. country) of nationality: 


France 


State (that Is, country) of residence: 


FTance 





This person is applicant for J I all designated 
the purposes of: I ' States 



all designated States 
except the United 
States of America 



□ 



the United States 
of America only 



the States indicated 
in the Supplemental 
Box 



Box N .IH FURTHER APPLICANT^) AND/OR (FURTHER) INVENTOR(S) 

Name and address: (Family name followed by given name: for a legal entity, full official designation. 



The address must Include postal rode and name of country. The country of the address indicated in 
this Box is tlie applicant's State (that is, country) erf residence if no State of residence is indicated 
below.) 

PEREZ Pascual 

17, Chemin de la Pradellc 

Varennes- 

63450 - CHANONAT 



State (that is, country) of nationality: 



FRANCE 



This person is; 
□ applicant only 



□ 



applicant and inventor 

inventor only (if this check-box is 
marked, do not fill in below.) 



State (that is, country) of residence: 



FRANCES 



This person is applicant for 
the purposes of: 



□ 



all designated 
States 



□ all designated States 
except the United 
States of America 



the United States 
of America only 



□ 



the States indicated 
in the Supplemental 
Box 



Further applicants and/or (further) inventors arc indicated on a continuation sheet 



Box No. IV 



AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE: OR ADDRESS FOR CORRESPONDENCE 

□ 

agent □ 



The person identified below is hereby/has been appointed to act on behalf of the 
applicants) before the competent International Authorities as: 



common representative 



Telephone No. 

+33.4.72.85.25.92 



Facsimile No. 

+33.4.72.85.28.43 



Name and address: (Family name followed by given name: for a legal entity, full official designation. 
Tht address must include postal code and name of country.) 

Avcntis CropScience S.A. 

Dcpartement Propria Industrielle Franck TETAZ 
14 - 20 rue Pierre Baizet 
BP 9163 

69263 Lyon Cedex 09 

FRANCE 

Address for correspondence: Mark this check-box where no agent or common representative is/has been appointed and the space above 
is used instead to indicate a special address to which correspondence should be sent. 



Teleprinter No. 



Form PCT/RO/lOl (first sheet) (July 1998; reprint January 2000) 



See Notes to the request form 



1 • Sheet No. 2 

Contimtat.onoutoxNo.jlI FURTHER AI>Pl .ir A NT^ ^.w^o ^, , n „„„ 


' NnmrnnrfnrHr „„ IT- '/ <»f follow,,^ „uh-h.„,. i s , A(J „ M „„, - . 

GARCIA Denise 
6i4fe d ^ CheB,anche 


ded in the request. 

This person is: 

CU applicant only 

l/nJ applicant and inv^rnr 

CH inventor only (If this check-box is 
marked, da not fill in below.) 


,..»«. *o, luururyj ui nationality: 

_ FRANCE 


Mate (that is. country) c 


(f residence: — 


=s=xr- fc □ ar- □ :»3s- h 5 ~ □ ^ 

Ki- — ts — r. — : States 01 America ^ . 


Mate (//wr fe. country) of nationality: 1 S^S /,i . ■ ; 


This person is: 

n applicant only 

1 1 applicant and inventor 

O inventor only (If this check-box is 
marked, do not fill in below.) 


— 1 




This person is: 
1 1 applicant only 
Q applicant and inventor 

CH inventor only (If this check-box is 
marked, do not fill in below.) 






S^S ofAmencaonly LJ intheSupp)emeotal 


State (that is, country) of raiioniVtty: 1 T- : — «— 

' 1 i>rate f mat a. rouiurv) nf re 


This person is: 
[ZJ applicant only 
HZ! applicant and inventor 

_] invraiOTonly^rtw^a-iew^ 
marked, do not fiU in below.) 


sssiv— □ sr- □ z&sr □ sassy □ saass 

j ■ atntesof Amenca 


. |_J Further applicant! and/or (fiirther) inventors ere indicated M another continuation sheet- 



form FCT/RQ/101 (last sheet) (July 1908; reprint January 2000) 



See Notes to tlie request form 



Box No. V DESIGNATION OF STA 



Sheet No. 3 



The following designations arc hereby made under Rule 4.9(a) (mark the applicable check-boxes: at leant one must be marked): 
Regional Patent 

__! AP ARIPO Patent: GH Ghana, GM Gambia. KE Kenya, LS Lesotho, MW Malawi, SD Sudan, SL Sierra Leone, 
SZ Swaziland, TZ United Republic of Tanzania, UG Uganda, ZW Zimbabwe, and any other State which is a Contracting 
State of the Harare Protocol and or ihe PCT 

Eurasian Patent: AM Armenia. AZ Azerbaijan, BY Belarus, KG Kyrgyzstan, KZi Kazakhstan, MD Republic of Moldova, 
RU Russian Federation. TJ Tajikistan, TM Turkmenistan, and any other State which is a Contracting State of the Eurasian 
Patent Convention and of the PCT 

European Patent: AT Austria, BK Belgium, CH and LI Switzerland and Liechtenstein, CY Cyprus. DE Germany, 
I>K Denmark, ES Spain. FI Finland. FR France. GB United Kingdom, GR Greece, IE Ireland, IT Italy, LU Luxembourg, 
MC Monaco, NL Netherlands, PT Portugal. SE Sweden, and any other State which is a Contracting State of the European 
Patent Convention and or the PCT 

OAPI Patent: BF Burkina Faso, BJf Benin, CF Central African) Republic, CG Congo, CI Cote d'lvoire, CM Cameroon. 
GA Gabon, GN Guinea, GW Guinea-Bissau, ML Mali, MR Mauritania, NK Niger, SN Senegal, TD Chad, TG Togo, and 
any other State which is a member Slate of OAPI and a Contracting State of the PCT (if other kind of protection or treatment 

desired, specify on dotted line) • • • 

National Patent ((father kind of protection or treatment desired, specify on dolled line): 



El EA 



El EP 



EJ OA 



13 
IS 
__ 

_3 
IS 
IS 
IS 
IS 
El 
El 
IS 
IS 
IS 
IS 
IS 
IS 
IS 
IS 
IS 
IS 
IS 
IS 
IS 
IS 
IS 
IS 
El 
IS 
IS 
IS 
IS 
IS 
IS 
IS 
IS 
IS 
IS 

IS 
IS 
13 
IS 



AE 

AL 

AM 

AT 

AU 

AZ 

BA 

BB 

BG 

BR 

BY 

CA 



CR 

CU 

CZ 

DE 

DK 

DM 

EE 

ES 

FI 

GB 

CD 

GE 

GH 

GM 

HK 

HU 

n> 

IL 
IN 

IS 

JP 

KE 

KG 

KP 



Liberia 

Lesotho 

Lithuania 

Luxembourg 

Latvia 

Morocco 

Republic of Moldova , 

Madagascar 

The former Yugoslav Republic of Macedonia .. 



United Arab Emirates El LR 

Albania [3 LS 

Armenia El kT 

Austria |g LU 

Australia EJ LV 

Azerbaijan 13 MA 

Bosnia and Herzegovina El MD 

Barbados IS MG 

Bulgaria IS MK 

Brazil 

Belarus IS MN 

Canada _- MW 

CHandLI Switzerland and Liechtenstein El MX 

CN China H NO 

Costa Rica. El NZ 

Cuba El PL 

Czech Republic El *T 

Germany - El *0 

Denmark El RU 

Dominica 13 SD 

Estonia IS SE 

Spain _3 SG 

Finland kS SI 

United Kingdom E) SK 

Granada El SL 

Georgia - - Ej TJ 

Ghana - - Ej TM 

Gambia j§| TR 

Croatia - El TT 

Hungary El TZ 

Indonesia UA 

Israel - g UG 

India El US 

Iceland 

Japan El UZ 

Kenya. g VN 

Kyrgyzstan EJ YU 

Democratic People's Republic of Korea. El ZA 

El ZW 

KR Republic Of Korea..— Cheek-bones reserved for designating States (for the purposes of a 

KZ Kazakhstan national patent) which have become party to the PCT after 

LC Saint Lucia issuance of this sheet: 

LK Sri Lanka El DZ Algeria 

IS AG Antigua and Barbuda , 



Mongolia 

Malawi 

Mexico 

Norway 

New Zealand 

Poland — 

Portugal 

Romania 

Russian Federation 

Sudan 

Sweden 

Singapore 

Slovenia 

Slovakia 

Sierra Leone 

Tajikistan.- 

Turkmenistan 

Turkey _ 

Trinidad and Tobago 

United Republic of Tanzania . 

Ukraine _ _ 

Uganda 

United States Of America 



Uzbekistan 

Viet Nam 

Yugoslavia .... 
South Africa. 
Zimbabwe 



Precautionary Designation Statement: In addition to the designations made above, the applicant also makes under Rule 4.9(b) all other designations 
which would be permitted under the PCT except any designation^) indicated in die Supplemental Box as being excluded from the scope of this 
statement. The applicant declares that those additional designations are Subject to confirmation and that any designation which is not confirmed before 
the expiration of IS months from the priority date is to be regarded »s withdrawn by the applicant at the expiration of that lime limit. (Confirmation of 
a designation consists of the filing of a notice specifying thai designation and the payment o/«ho designation and confirmation fees. Confirmation 
must reach the receiving Office within the lS-month time limit.) 



Ram PCT7RO/101 (second shcel) (January 2000) 



See Notes to the request form 



Sheet No, 4 



Box No. VI 



PRIORITY CLAIM 



Filing date of earlier 
application 
(day/monthryear) 



itcm(J) 



28/07/99 



item (2) 



item (3) 



Number 
of earlier application 



99/09.990 



J | Further priority claims are indicated in the Suppleme ntal Box. 

Where earlier application is: 



national application: 
country 



FRANCE 



regional application:* 
regional Office 



I J Tfce receiving Office is requested to prepare and transmit to the IniernationaJ Bureau a certified copy of 
the earlier appucation(s) (only if the earlier application was filed with the Office which for trie 
purposes of the present international application is the receiving Office) identified above as item(s): 



international application: 
receiving Office 



* * — r t " u^iLt^iuuiuiinj uwjvciuiicin\^ 

* Where the earlier application Is an ARIPO application, it is mandatory to indicate in the Supplemental Box at leasto~nt country party to the Paris 
Convention for the Protection Of Industri al Property for which that earlier application wax filed (Rule 4. 10tt>)(ii». Sec Supp lemental Box 

Box No. V II INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY " 



Choice of International Searching Authority (ISA) 

(If two or more International Searching Authorities are 
competent to carry Out the International search, indicate 
the Auihoriry chosen.- the rwo-lerter code may be used): 

ISA/ 



Request to use results of earlier search; reference to that search (if an earlier 
Search has been carried out by or requested from the International Searching 
Authority); 

Date (day/month/year) Number Country (or regional Office) 



Box N . VIII CHECK LIST; LANGUAGE OF FILING 



This international application contains the 
following number Of sheets: 



request 


4 


1. 




description (excluding 




2. 


El 


sequence listing pari) : 


29 










3- 


O 


claims 


2 










4. 


□ 


abstract : 


1 










5. 


□ 


drawings : 


2 








0. 


□ 


sequence listing pan 








of description 


4 


7. 


□ 






8. 




Total number of sheets: 


42 


9. 





This international application is accompanied by the iiem(s) marked below: 



separate indications concerning deposited microorganism or other biological material 



Figure of the drawings which 
should accompany the abstract: 



E] other (specify); 1 Declaration 



Box No. IX SIGNATURE OF APPLICANT OR AGENT 



Language of tiling of die 
international application: 



French 



/ "*- a w w * UJUau the name qf the person teniae and the tapnthy in which the person signs (if.ach capacity u <•<* obvious from reading the 



Charles BRACHOTTE 



(signature) 





1. Date of actual receipt of the purported 25 JUL 2000 
international application: ' 


2. Drawings 

| | received: 

1 1 not received: 


3. Corrected date of actual receipt due to later but timely 
received papers or drawings completing the purported 
international »ppllcauon: 


4. Date of timely receipt of the required corrections under 
PCT Article 11 (2}: 


5. International Searching Authority 6. j | Transmittal of search copy 

(if two or more are competent): ISA/ delayed until search fee is paid. 


International Bureau: 



Form PCT/RO/I0I (last sheet) (Jury 1D98: reprint January 200C) 



See Notes to the request form 



PATENT COOPERATION TREATY 



From the 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINING AUTHORITY 



[stamp] 



To: 

AVENTIS CROPSCIENCE S.A. 
Departement Propriety Industri lie 
14-20 rue Pierre Baizet 
Bolte postale 9163 
F-69263 Lyon Cedex 09 
FRANCE 



PCT 



NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF 
INTERNATIONAL PRELIMINARY 
EXAMINATION REPORT 

(PCT Rule 71.1) 



Applicants or agent's file reference 
PH 99043 



International application No. 
PCT/FROO/02130 



Date of mailing 
(day/month/year) 



19.09.2001 



IMPORTANT NOTIFICATION 



International tiling date (day/month/year) 
25/07/2000 



Applicant 



RHOBIO 



Priority date (day/monttvyear) 
28/07/1999 



1. 



The _ applicant is hereby notified that this International Preliminary Examining Authority transmits herewith the international 
preliminary examination report and Its annexes. If any, established on the international application international 

2 ^ th ° rep ° rt and 1,s annaxes - " te ^"9 transmitted to the International Bureau for communication to all the elected 

3, Where required by any of me elected Offices, the international Bureau will prepare an English translation of the reeort (hut «nt 
any annexes) and will transmit such translation to those Offices. transition oi me report (but not of 

4. REMINDER 

^tn^fS ™T °T f "V"? ° nal L PhaSe **** elec,ed ° fflce b V Performing certain acts (filing translations and payino 

sssak: i^s^r* (or ,ater in some ^ (An,o,e ^ <se * *• ~**« — 

™L a J r T Sla,i0n 0< ,he t in te' 1 T «»« , application must be furnished to an elected Office, that translation must contain a 
translation of any annexes to the International preliminary examination report It is the applicant's responslblHty to prepare and 
furnish such translation directly to each elected Office concerned. ^ " v m orepare and 

detai ' 3 ° n app,icab,e ^ limite and requirements of the elected Offices, see Volume II of the PCT Applicant's 



Name and mailing address of the IPEA/ 



European Patent Office 
0-8029$ Munich 

Tel. + 49 89 2399 - 0. Tx: 523656 epmu d 
Fax: + 49 89 2399 - 4485 



Authorized officer; 
Faux, K 

Tel. +49 89 2399-8062 




Form PCT/IPEA/41S (July 19S2) 



PATENT COOPERATION TREATY 

PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



(PCT Article 36 and Rule 70) 


Applicant's or Agent's file reference 
PH 99043 


See Notification of Transmittal of International Preliminary 
FOR FURTHER ACTION Examination Report (Form PCT/IPEA/416) 


International application No. 
PCT/FROO/02130 


International filing date (day/month/year) 
25/07/2000 


Priority date (day/monltVyear) 
28/07/1 999 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
C12N15/63 


Applicant 






RHOBIO 







This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examinina Authority and is 
transmitted to the applicant according to Article 36. ' 

This REPORT consists of a total of 5 sheets Including this title page. 

□ This report Is also accompanied by ANNEXES, Le. sheets of the description, claims and/or drawings which have been 
amended and are the basis for this report and/or 3heets containing rectifications made before this Authority (see Rule 70 is 
and Instruction 607 of Administrative Instructions of the PCT). 

These annexes consist of a total of sheets. 



3. This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive Step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement according to Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability- 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 



I 




II 


□ 


III 


□ 


rv 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 


□ 



Date of submission of the demand 
09/02/2001 


Date of completion of this report 
19.09.2001 


Name and mailing address of the IPEA/ 

European Patent Office 
•S D-80298 Munich 
£m Tel. +49 89 239*0, Tx: 523656 epmud 
rs£ — Fax; +49 89 2399-4465 


Authorized officer: ^s=^ 
Halle, F U~ $ » 
Telephone No. +49 89 2399 8537 ^Sa-s*^ 



Form PCT/IPEA/409 (title sheet) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY 

EXAMINATION REPORT International application No. PCT/FROO/02130 



I. Basis of the report 



This report has been drawn up on the basis of the following elements (the replacement sheets received 
by the receiving office in response to an invitation according to Article 14 are considered in the present 
report as "originally filed" and are not annexed to the report as they contain no amendments (Rules 70 16 
and 70. 1 7).): ' 

Description, pages: 

1-29 as originally filed 

Claims, No.: 

1-13 as originally filed 

Drawings, sheets: 

1/2-2/2 as originally filed 

The sequence listing part of the description: 
1-8, as originally filed 



2. With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority 
in the language in which the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

These elements were available or furnished to this Authority in the following language which is: 

□ the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23.1 (b)). 

□ the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

□ the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination 
(under Rule 55.2 and/or 55.3). 

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application 
the international preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 

E contained in the international application in written form. 

filed together with the international application in computer readable form. 

□ furnished subsequently to this Authority in written form. 

□ furnished subsequently to this Authority in computer readable form, 

S The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the 
disclosure in the international application as filed has been furnished. 

ISI The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written 
sequence listing has been furnished. 



Form PCT7IPEAA409 (boxes l-Vlll. sheet 1) (July 1998) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY 
EXAMINATION REPORT 



International application No. PCT/FR00/021 30 



4. The amendments have resulted in the cancellation of: 
D the description, pages: 

□ the claims, Nos.: 

□ the drawings, sheets/fig: 



□ This report has been written disregarding (some of) the amendments, which were considered as 
going beyond the description of the Invention, as filed, as is indicated below (Rule 70.2(c)): 

(All replacement sheets comprising amendments of this nature should be Indicated In point 1 and 
attached to this report). 



6. Additional observations, if necessary: 



V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial 
applicability; citations and explanations supporting such statement 

1 . Statement 



Novelty 


Yes: 


Claims 


1-10 




No: 


Claims 


11-13 


Inventive Step 


Yes: 


Claims 


1-10 




No: 


Claims 


11-13 


Industrial Applicability 


Yes: 


Claims 


1-13 




No: 


Claims 





2. Citations and explanations 
see separate sheet 



form PCT/IPEAMOS (boxes l-Vlll, sheet 2) (Jury 1998) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY 
EXAMINATION REPORT - SEPARATE SHEET 



International application No. PCT/FR00/021 30 



Point 1, paragraph 6 

The application contains eight sheets of sequence listing (received on 
1 1 .24.2000) 

Point V 

1 . In this international preliminary examination report, reference is made to the 
following document: 

D1 : WO 98/32326 (cited in the application) 

2.1 Given the state of the art, the subject-matter of Claims 1-10 may be 
considered to be novel and to involve an inventive step (Article 33(2)(3)PCT). 

The invention relates to the transformation of plant lines with a view to 
producing isotransgenic lines which vary by only one or two genes. As 
explained in the present description (in particular pages 3 and 4), the 
additional step involved in the method of the present invention (see Claim 1. 
step (b)) compared to the techniques described in D1 is a step for selecting 
the primary transformants which have integrated only transfer DNA, this being 
into the genome of the type not suited to transformation. Thus, the 
isotransgenic lines produced after backcrossing these primary transformants 
with the parental line of agronomic interest may be termed true isotransgenic 
lines since they are free of any fragment originating from the line suited to 
transformation while at the same time keeping an acceptable level of 
transformation efficiency. Because of this, the method of the invention, 
characterized by this additional step which is neither described nor suggested 
in the prior art, is novel and is not obvious to those skilled in art. 

2.2 The subject-matter of the product Claims 11-13 does not appear to be novel. 
Specifically, in our opinion, lines which may be termed true isotransgenic lines 
as defined in the present invention have been produced in the prior art (see 
D1 , for example, claims 33 and 34), quite obviously with less efficiency than 
in the method of the present invention. It should be noted that the transgenic 
plants, isotransgenic lines [lacuna] 

Form PCT/Separate sheet/409 (sheet 1) (€PO- April 1997) 



PATENT COOPERATION TREATY 



PCT/FROQ/02130 



From the IN TERNATIONAL BUREAU 

PCT 

NOTIFICATION CONCERNING 
SUBMISSION OR TRANSMITTAL 
OF PRIORITY DOCUMENT 



(PCT Administrative Instructions, Section 411) 



Date of mailhg (day/month/year) 
06 November 2000 (06.1 1.00) 






Applicant's or agent's file reference 
PH 99043 


IMPORTANT NOTIFICATION 


International application No. 

PCT/FROO/02130 


International filing date (day/month/year) 
25 July 2000 (25.07.00) 


International publication date (day/month/year) 
Not yet published 


Priority date (cfay/month/yea r) 
28 July 1999(28.07.99) 



Applicant 



TETA2, Franck [stamp] 
Aventis CropScience S.A. 
Dept. Propriety Industrlelle 
14-20. rue Pierre Baizet 
Botte postals 9163 
F-69263 Lyon Cedex 09 
FRANCE 



RHOBIO etc 



3- 



4. 



The applicant Is hereby notified of the date of receipt (except where the letters "NR" appear in the right-hand column) bv the 
International Bureau of the pnonty documents) relating to the earlier application's) Indicated below. Unless otherwise indicated rw 

^^l^^ 9 n0 *!,° a J dala 01 re0ei P t ' or b * *" e tetters " NR ". m right-hand column, the priority document concerned 
was submitted or transmitted to the International Bureau In compliance with Rule 17.1 (a) or (b> «-~-mea 

This updates and replaces any previously issued notification concerning submission or transmittal of priority documents. 

^ ) ^! 1 ?L ,Skn .. apP ft rinQ " 85 ? to a of ' m tne r "9 h, hand co'"™- denotes a priority document submitted or transmitted 

?.J^ e T^, ^ aL Lh? ^ 01 "W*** wrth Rule 17.1(a) or (b). In such a case, the attention of the applicant i« 
directed to Rule 17.1(c) which provides that no designated Office may disregard the priority claim concerned befonTgivina the 
appl.cant an opportunity, upon entry into the national phase, to furnish the priority document within a time limit which is re^sonabfe 
under the circumstances. 

The tetters "NR" appearing in the right-hand column denote a priority document which was not received by the International Bureau 
or which the applicant did not request the receiving Office to prepare and transmit to the International Bureau, as provided bv Rule 
17.1(a) or (b). respectively. In such a case, the attention of the applicant is directed to Rule 17.1(C) which provides mat no 
designated Office may disregard the priority claim concerned before giving the applicant an opportunity, upon entry into the national 
phase, to furnish the priority document within a time limit which Is reasonable under the rfreumstences. national 



Priority date 
28 Jul. 1999(28.07.99) 



Priority application No. 
99/09,990 



Country or regional Office 
or PCT receiving Office 

FR 



Date of receipt 

of priority docum«nt 
17 Oct. 2000 (17.10.00) 





Authorized officer: 


The International Bureau of WIPO 


Magda BOUACHA 


34, chemin des Colombettes 


1211 Geneva 20, Switzerland 




Facsimile No. (41-22) 740.14.35 


Telephone No. (41-22) 338.83.38 



003639053 



Form PCT/IB/304 (July 1998) 



PATENT COOPERATION TREATY 



WO 01/07632 
PCT/FROO/02130 



PCT 



NOTICE INFORMING THE APPLICANT OF THE 
COMMUNICATION OF THE INTERNATIONAL 
APPLICATION TO THE DESIGNATED OFFICES 

(PCT Rule 47. 1 (c), first sentence) 



Date of marling (day/mcnth/y&ar) 
01 F bnjary2001 (01.02.01) 



From the INTERNATIONAL BUREAU 


To: 




\ 1 1 Ai, r-ranck 




Aventis CropSclence S A. 




Dept. Propriety Industriella 




14-20, rue Pierre Baizet 




BoTte postals 9163 


[stamp] 


F-69263 Lyon Cedex 09 


FRANCE 





Applicant's or agent's file reference 
PH 99043 



IMPORTANT NOTICE 



International application No. 
PCT/FROO/02130 


International filing dale (day/monttvyear) 
25 July 2000 (25.07.00) 


Priority date (clay/month/year) 
28 July 1999 (28.07.99) 


Applicant 






RHOBIO etc 







1. 



I^i^'h™^!^^ intentional Bureau has communicated, as provided in Article 20, the international application to 
the following designated Offices on the date Indicated above as the date of mailing of this Notice: 

au,kp,kr,us 



In accordance with Rule 47 1(c), third sentence, each designated Office will accept the present Notice as conclusive evidence that 
Tf «™ U '? Ca Lr ? hh ^? n * a PP |icatfo n has duly taken place on the date of mailing indicated above and no «P^f tt^ 
international application is required to be furnished by the applicant to the designated Officers) 

The followii^ designated Offices have waived their requirement whereby this communication must take place by that date: 
AE.AG.AL,AM.AP I AT.AZ,BA 7 BB 1 BG,BR,BY,BZ,CA,CH,CN.CR,CU,CZ.DE DK DM D2 EA.EE.EP ES Fl QR QD QF fiHru un 

Stm^^^ 

Enclosed with this Notice is a copy of the international application as published by the International Bureau on 

01 February 2001 (01.02.01) under No. WO 01/07832 

REMINDER REGARDING CHAPTER 1 1 (Article 31.2)(a) and Rule 54.2) 

tf the applicant wishes to postpone entry into the national phase until 30 months (or later in some Offices) from the priority 
date, a demand for international preliminary examination must be filed with the competent International Prelimina™ 
Examining Authority before the expiration of 1 9 months from the priority date. 



It is (he applicant's sole responsibility to monitor the 19-month time limit 

Note that only -an lapplicant who is a national or resident of a PCT Contracting State which is bound by Chapter II has the right 
to file a demand for international preliminary examination. w 

REMINDER REGARDING ENTRY INTO THE NATIONAL PHASE (Article 22 or 39(1)) 



Jfths applicant wishes to proceed with the International application In the national phase, he must, within 20 months or 
30 months, or later m some Offices, perform the acts referred to therein before each designated or elected Office. 

For further important information on the time limits and acts to be performed for entering the national phase, see the Annex to 
Form PCT/IB/301 (Notification of Receipt of Record Copy) and Volume II of the PCT Applicant's GuidT 



The international Bureau of wlPO 


Authorized officer 


34, chemln des Cotombettes 


J. Zahra 


1211 Geneva 20. Switzerland 


Facsimile No. (41-22)740.14.35 


T lephone No. (41-22)338.63.38 



3795753 



Form PCT/IB/308 (July 1996) 



TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE A£ BREVETS 



Expediteur: le BUREAU INTERNATIONAL 



PCT 

NOTIFICATION D'ELECTION 

(regie 61.2 du PCT) 



Date d'expedrtion (jour/mois/annee) 

04mai 2001 (04.05.01) 



Destinataire: 
Commissioner 

US Department of Commerce 
United States Patent and Trademark 
Office, PCT 

2011 South Clark Place Room 
CP2/5C24 

Arlington, VA 22202 
ETATS-UNIS D'AMERIQUE 

en sa qualite d'office elu 



Demande internationale no 
PCT/FR00/02130 



Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
PH 99043 



Date du d6pot international (jour/mois/annee) 
25 juillet 2000 (25.07.00) 



Date de priortte (jour/mois/annee) 

28 juillet 1999 (28.07.99) 



D6posant 

PEREZ, Pascual etc 



1. L'office d6sign§ est avis6 de son Election qui a 6t6 faite: 

I X| dans la demande d'examen preliminaire international presented a I'administration chargee de I'examen preliminaire 
international le: 

09 fevrier 2001 (09.02.01) 



}""] dans une declaration visant une election ulterieure deposee aupres du Bureau international le: 



2. Selection [x] a ete faite 

| | n'a pas et6 faite 

avant I'expiration d'un delai de 19 mois a compter de la date de priorite ou, lorsque la rdgle 32 s'applique, dans le delai vise 
a la regie 32.2b). 



Bureau international de I'OMPI 
34, chemin des Colombettes 
1211 Geneve 20, Suisse 



no de telecopieur: (41-22) 740.14.35 



Fonctionnaire autorise 

Antonia Muller 

no de telephone: (41-22) 338.83.38 



Formulaire PCT/IB/331 (juillet 1992) 



FR0002130 



... . ivimi ICMC Ufc BR 

PCT 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 
(article 18 et regies 43 et 44 du PCT) 



Reference du dossier du deposant ou 
du mandataire 

PH 99043 


POUR SUITE voir la notification de transmission du rapport de recherche internationale 
(formulaire PCT/ISA/220) et, le cas echeant, le point 5 ci-apres 

A DONNER 


Demande Internationale n" 

PCT/FR 00/02130 


Date du depot internationalflour/mo/s/annee,) 

25/07/2000 


(Date de priorite (la plus ancienne) 
(jour/mois/annee) 

28/07/1999 


Deposant 

RHOBIO 



Le present rapport de recherche internationale, etabli par ('administration chargee de la recherche internationale, est transmis au 
deposant conformement a 1'article 18. Une copie en est transmise au Bureau international. 

Ce rapport de recherche internationale comprend 3 feuilles. 

[X| II est aussi accompagne d'une copie de chaque document relatif a I'etat de la technique qui y est cite. 



1 . Base du rapport 

a. En ce qui concerne la langue, la recherche internationale a ete effectuee sur la base de la demande internationale dans la 
langue dans laquelle elle a ete deposee, sauf indication contraire donnee sous le meme point. 

| > la recherche internationale a ete effectuee sur la base d'une traduction de la demande internationale remise a I'administration. 



b. 



En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acides amines divulguees dans la demande internationale (le cas echeant) 

la recherche internationale a ete effectuee sur la base du listage des sequences : 

[X] contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

|X] deposee avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

[ | remis ulterieurement a I'administration, sous forme ecrite. 

| | remis ulterieurement a I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

|X| La declaration, selon laquelle le listage des sequences presents par ecrit et fourni ulterieurement ne vas pas au-dela de la 
divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournie. 

[X| La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous forme dechiffrable par ordinateur sont identiques a celles 
du listage des sequences presents par ecrit, a ete fournie. 

| | II a ete estime que certaines revendications ne pouvaient pas faire I'objet d'une recherche (voir le cadre I). 
| [ II y a absence d'unite de I'invention (voir le cadre II). 



4. En ce qui concerne le titre, 

[X] le texte est approuve tel qu'il a ete remis par le deposant. 

j | Le texte a ete etabli par I'administration et a la teneur suivante: 



5. En ce qui concerne l abrege, 

j^Tj le texte est approuve tel qu'il a ete remis par le deposant 

□ le texte (reproduit dans le cadre III) a ete etabli par I'administration conformement a la regie 38.2b). Le deposant peut 
presenter des observations a I'administration dans un delai cfun mois a compter de la date cTexpedition du present rapport 
de recherche internationale. 

6. La figure des dessins a publier avec I'abrege est la Figure n° 



I | suggeree par le deposant. Q Aucune des figures 

| | parce que le deposant n'a pas suggere de figure. n est a P ublier - 

| [ parce que cette figure caracterise mieux I'invention. 



Formulaire PCT/ISA/210 (premiere feuille) Quillet 1998) 



Inform^Aa on patent family members 



Patent document 
cited in search report 



WO 9832326 



Publication 
date 



international application no 

P^kf 00/02130 



Patent family 
member(s) 



30-07-1998 



US 
AU 
EP 




5981840 A 
6036898 A 
0971578 A 



Publication 
date 



09-11-1999 

18- 08-1998 

19- 01-2000 



Form PCT7ISA/210 (patent family annex) (July 1992) 



fv^J^E^"" 



uemanae imernauonaie No 



R 00/02130 



A. CLASSEMENT DE L'OBJET DE LA DEMA . 

CIB 7 C12N15/63 C12N15/82 C12N5/10 A01H5/00 



Selon la classification inlemalionale des brevets (CIB) ou a la tois selon la classification nationale et la CIB 




A01H5/10 



B. DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation minimale consultee (systeme de classification suivi des svmboles de classement) 

CIB 7 C12N 



Documentation consultee autre que la documentation minimale dans la mesure ou ces documents relevent des domaines sur lesquels a porte la recherche 



Base de donnees electronique consultee au cours de la recherche internationale (nom de la base de donnees, et si realisable, termes de recherche utilises) 

EPO-Internal, WPI Data, PAJ, BIOSIS, MEDLINE, EMBASE, CHEM ABS Data 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie • Identification des documents cites, avec, le cas echeant, I'indication des passages pertinents 



no. des revendicatbns visees 



WO 98 32326 A (PIONEER HI BRED INT) 
30 jui 1 let 1998 (1998-07-30) 
cite dans la demande 
abrege; exemples 6,7 

ISHIDA Y ET AL: "HIGH EFFICIENCY 
TRANSFORMATION OF MAIZE (ZEA MAYS L.) 
MEDIATED BTY AGROBACTERIUM TUMEFACIENS" 
BIO/TECHNOLOGY, US, NATURE PUBLISHING CO. 
NEW YORK, 

vol. 14, no. 6, 1 juin 1996 (1996-06-01), 

pages 745-750, XP002046364 

ISSN: 0733-222X 

cite dans la demande 

abrege 

page 749, colonne de droite -page 750, 
colonne de gauche 

_/__ 



1,6-8, 
11-13 



I, 6,7, 

II, 12 



| X | Voir la suite du cz&e C pour la fin de la liste des documents 



Les documents de families de brevets sont indiques en annexe 



° Categories speciales de documents cites: 

A 1 document definissant I'etat general de la technique, non 
considere comme particulierement pertinent 

E' document anterieur, mais publie a la date de depot international 
ou apres cette date 

L' document pouvant jeter un doute sur une revendication de 
priorite ou cite pour determiner la date de publication d'une 
autre citation ou pour une raison speciale (telle qu'indiquee) 

O" document se referant a une divulgation orale, a un usage, a 
une exposition ou tous autres moyens 

■P" document publie avant la date de depot international, mais 
posterieurement a la date de priorite revendiquee 



■T* document ulterieur publie apres la date de depot international ou la 
date de priorite et n'appartenenant pas a I'etat de la 
technique pertinent, mais cite pour comprendre le principe 
ou la theorie constituant la base de I'invention 

"X" document particulierement pertinent; finven tion revendiquee ne peut 
etre consideree comme nouvelle ou comme impliquant une activite 
inventive par rapport au document considere isolement 

"Y* document particulierement pertinent; rinven tion revendiquee 
ne peut etre consideree comme impliquant une activite inventive 
lorsque le document est associe a un ou plusieurs autres 
documents de meme nature, cette combinaison etant evidente 
pour une personne du metier 

'&" document qui fait partie de la meme famille de brevets 



Date a laquelle la recherche internationale a ete effectivement achevee 

8 decembre 2000 


Date d'expedition du present rapport de recherche internationale 

15/12/2000 


Nom et adresse postale de radministration chargee de la recherche internationale 
Office Europeen des Brevets, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 


Fonctionnaire autorise 

Ceder, 0 



page 1 de 2 



* 


uemanoe imernauonaie no 

lAFR 00/02130 


C(sulte) DOCUMENTS CONSIDERES COffllrPERTINENTS ^ 


Categorie 


' Identification des documents cites, avec.le cas echeant, I'indicatlondes passages pertinents 


no. des revendicalions visees 


A 
A 


CHYI ET AL.: "Locations and stability of 

Agrobacterium mediated Ti plasmid 

insertions in the lycopersicon genome" 

MOLECULAR & GENERAL GENETICS, 

vol. 204, 1986, pages 64-69, XP000920599 

abrege 

UMBECKETAL.: "Inheritance and 
expression of genes for kanamycin and 
chloramphenicol resistance in transgenic 
cotton plants" 
CROP SCIENCE, 

vol. 29, 1989, pages 196-201, XP000920567 
page 197, colonne de gauche 


I, 3,7, 

II, 12 

1,7,11, 
12 



Formulaire PCT/1SA/210 (suits da la deuxieme feuille) (juillet 1992) 
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PCT 



REQUEST 

The undersigned requests that the present 
international application be processed 
according to the Patent Cooperation Treaty. 



For reccing Office use only 
International Application PCT/FROO/02 1 30 



International Filing Date 



Name of receiving Office and "PCT International Application" 
Applicant's or agent's file reference ~ 
( if desired) ( 12 characters maximum) PH 99043 



Box No. 1 



TITLE OF INVENTION 



METHOD FOR OBTAINING ISOGENIC TRANSGENIC LINES 



Box No. II 



APPLICANT 



Name and address: (Family name followed by given name: for a legal entity, full official designation. 
The address must include postal code and name of country. The country of the address indicated in 
this Box is the applicant's State (that is, country) of residence if no State of residence is indicated 
below.) 

RhoBio 

14-20 rue Pierre Baizet BP 9163 
69263 LYON 



□ 



This person is also inventor. 



Telephone No. 

+33.4.72.85.25.92 



Facsimile No. 

+33.4.72.85.28.43 



Teleprinter No. 



State (that is, country) of nationality: 



France 



State (that is, country) of residence: 



France 



This person is applicant for I I 
the purposes of: I I 



all designated 
States 



all designated States 
except the United 
States of America 



□ 



the United States 
of America only 



□ 



the States indicated 
in the Supplemental 
Box 



Box No. Ill FURTHER APPLICANT(S) AND/OR (FURTHER) INVENTOR(S) 



Name and address: (Family name followed by given name: for a legal entity, full official designation. 
The address must include postal code and name of country. The country of the address indicated in 
this Box is the applicant's State (that is, country) of residence if no State of residence is indicated 
below.) 

PEREZ Pascual 

17, Chemin de la Pradelle 

Varennes 

63450 - CHANONAT 



This person is: 
□ applicant only 



□ 



applicant and inventor 

inventor only (If this check-box is 
marked, do not fill in below.) 



State (that is, country) of nationality: 



FRANCE 



State (that is, country) of residence: 



FRANCE 



This person is applicant for I I 
the purposes of: I I 



all designated 
States 



□ all designated States 
except the United 
States of America 



the United States 
of America only 



□ 



the States indicated 
in the Supplemental 
Box 



Further applicants and/or (further) inventors are indicated on a continuation sheet. 



Box No - IV AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE: OR ADDRESS FOR CORRESPONDENCE 



The person identified below is hereby/has been appointed to act on behalf of the 
applicant(s) before the competent International Authorities as: 



□ 



agent 



□ 



common representative 



Name and address: (Family name followed by given name: for a legal entity, full official designation. 
The address must include postal code and name of country.) 

Aventis CropScience S.A. 

Departement Propriete Industrielle Franck TETAZ 
14-20 rue Pierre Baizet 
BP 9163 

69263 Lyon Cedex 09 
FRANCE 



Telephone No. 

+33.4.72.85.25.92 



Facsimile No. 

+33.4.72.85.28.43 



Teleprinter No. 



"D Address for correspondence: Mark this check-box where no agent or common representative is/has been appointed and the space above 
is used instead to indicate a special address to which correspondence should be sent. 



Form PCT/RO/101 (first sheet) (July 1998: reprint January 2000) 



See Notes to the request form 



__ Sheet No. 2 

Continuation of Box No. Ill FURTHER APPLICANT(S) AND/OR (FURTHER) INVENTOR(S) 



If none of the following sub-boxes is used, this sheet should not be included in the request. 


Name and address: iramity namejollowed by given name: for a legal entity, full official designation. 
The address must include postal code and name of country. The country of the address indicated in 
this Box is the applicant's State (that is, country) of residence if no State of residence is indicated 
below.) 

GARCIA Denise 

48 Route de la Roche Blanche 
63450 LE CREST 


This person is: 

1 1 applicant only 

1X1 applicant and inventor 

1 1 inventor only (If this check-box is 
marked, do not fill in below.) 


Male (that is, country) of nationality: 

FRANCE 


State (that is, country) of residence: 

FRANCE 


This person is applicant for |~J all designated I - "] all designated States V the United States 1 1 the States indicated 
the purposes of: States — except the United ^ of America only 1 — 1 in the Supplemental 

States of America Box 


Name and address: (Family name followed by given name: for a legal entity, full official designation. 
The address must include postal code and name of country. The country of the address indicated in 
this Box is the applicant's State (that is, country) of residence if no State of residence is indicated 
below.) 


This person is: 

1 1 applicant only 

1 1 applicant and inventor 

1 1 inventor only (// this check-box is 
marked, do not fill in below.) 


State (that is, country) of nationality: 


State (that is, country) of residence: 


This person is applicant for r~J all designated 1 1 all designated States I 1 the United States 1 1 the States indicated 
the purposes of: States — except the United 1 — 1 of America only 1 — 1 in the Supplemental 

States of America Box 


Name and address: (family namejollowed by given name: for a legal entity, full official designation. 
The address must include postal code and name of country. The country of the address indicated in 
this Box is the applicant's State (that is, country) of residence if no State of residence is indicated 
below.) 


This person is: 

1 1 applicant only 

1 1 applicant and inventor 

1 1 inventor only (If this check-box is 
marked, do not fill in below.) 


state ( that is country) of nationality: 


State (that is, country) of residence: 


This person is applicant for f~\ all designated 1 I all designated States 1 1 the United States 1 1 the States indicated 
the purposes of: States — except the United 1 — 1 of America only 1 — 1 in the Supplemental 

States of America Box 


Name and address: (family name followed by given name: for a legal entity, full official designation. 
The address must include postal code and name of country. The country of the address indicated in 
this Box is the applicant's State (that is, country) of residence if no State of residence is indicated 
below.) 


This person is: 

1 1 applicant only 

1 1 applicant and inventor 

1 1 inventor only (If this check-box is 
marked, do not fill in below.) 


state (that is, country) of nationality: 


State (that is, country) of residence: 


This person is applicant for all designated 1 I all designated Slates 1 1 the United States j 1 the States indicated 
the purposes of: States — except the United 1 — 1 of America only 1 — 1 in the Supplemental 

States of America Box 


| | Further applicants and/or (further) inventors are indicated on another continuation sheet. 



Form PCT/RO/101 (last sheet) (July 1998; reprint January 2000) 



See Notes to the request form 



Box No. V DESIGNATION OF STAT 



laoHirde 



Sheet No. 3 



^^^^^ 



The following designations are hereby maaWfTder Rule 4.9(a) (mark the applicable check-boxes: atWst one must be marked): 
Regional Patent 

El AP ARIPO Patent: GH Ghana, GM Gambia, KE Kenya, LS Lesotho, MW Malawi, SD Sudan, SL Sierra Leone, 
SZ Swaziland, TZ United Republic of Tanzania, UG Uganda, ZW Zimbabwe, and any other State which is a Contracting 



El EA 



El EP 



El OA 



State of the Harare Protocol and of the PCT 
Eurasian Patent: AM Armenia, AZ Azerbaijan, BY Belarus, KG Kyrgyzstan, KZ Kazakhstan, MD Republic of Moldova, 
RU Russian Federation, TJ Tajikistan, TM Turkmenistan, and any other State which is a Contracting State of the Eurasian 
Patent Convention and of the PCT 

European Patent: AT Austria, BE Belgium, CH and LI Switzerland and Liechtenstein, CY Cyprus, DE Germany, 
DK Denmark, ES Spain, FI Finland, FR France, GB United Kingdom, GR Greece, IE Ireland, IT Italy, LU Luxembourg! 
MC Monaco, NL Netherlands, PT Portugal, SE Sweden, and any other State which is a Contracting State of the European 
Patent Convention and of the PCT 



OAPI Patent: BF Burkina Faso, BJ Benin, CF Central African Republic, CG Congo, CI Cote d'lvoire, CM Cameroon, 
GA Gabon, GN Guinea, GW Guinea-Bissau, ML Mali, MR Mauritania, NE Niger, SN Senegal, TD Chad, TG Togo, and 
any other State which is a member State of OAPI and a Contracting State of the PCT (if other kind of protection or treatment 
desired, specify on dotted line) 

National Patent (if other kind of protection or treatment desired, specify on dotted line): 
El 
El 

El 
El 
El 
El 
El 
El 
El 



El 
El 
El 
El 
El 



AE United Arab Emirates [X] 

AL Albania ^| 

AM Armenia 

AT Austria 

AU Australia 

AZ Azerbaijan 

BA Bosnia and Herzegovina ^| 

BB Barbados g| 

BG Bulgaria 

BR Brazil 

BY Belarus 

CA Canada 

CH and LI Switzerland and Liechtenstein 



El 
El 
El 
El 
El 
El 
El 
El 
El 
El 
El 
El 
El 
Ei 
El 
El 
El 
El 
El 

El 
El 
El 
El 



CN 

CR 

CU 

CZ 

DE 

DK 

DM 

EE 

ES 

FI 

GB 

GD 

GE 

GH 

GM 

HR 

HU 

ID 

IL 

IN 

IS 

JP 

KE 

KG 

KP 

KR 
KZ 
LC 
LK 



China 

Costa Rica 

Cuba 

Czech Republic. 
Germany 



El 
El 
El 
El 
El 
El 

Denmark ^] 

Dominica 

Estonia ^) 

Spain 

Finland [g| 

United Kingdom 

Granada ^ 

Georgia 

Ghana 

Gambia 

Croatia 

Hungary g] 

Indonesia g| 

Israel 

India ^ 

Iceland 

Japan 

Kenya 

Kyrgyzstan g] 

Democratic People's Republic of Korea El 

El 



LR 
LS 
LT 
LU 
LV 
MA 
MD 
MG 
MK 

MN 

MW 

MX 

NO 

NZ 

PL 

PT 

RO 

RU 

SD 

SE 

SG 

SI 

SK 

SL 

TJ 

TM 

TR 

TT 

TZ 

UA 

UG 

US 

uz 

VN 
YU 
ZA 
ZW 



Liberia 

Lesotho 

Lithuania 
Luxembourg 
Latvia 

Morocco 

Republic of Moldova 

Madagascar 

The former Yugoslav Republic of Macedonia . 



Mongolia 

Malawi 

Mexico 

Norway 

New Zealand 

Poland 

Portugal 

Romania 

Russian Federation 

Sudan 

Sweden 

Singapore 

Slovenia 

Slovakia 

Sierra Leone 

Tajikistan 

Turkmenistan 

Turkey 

Trinidad and Tobago 

United Republic of Tanzania . 

Ukraine 

Uganda 

United States of America 



Uzbekistan.... 

Viet Nam 

Yugoslavia ... 
South Africa. 
Zimbabwe .... 



Republic of Korea Check-boxes reserved for designating States (for the purposes of a 

Kazakhstan national patent) which have become party to the PCT after 

Saint Lucia issuance of this sheet: 
Sri Lanka ^ DZ 
EI AG 



Algeria. 

Antigua and Barbuda . 



Precautionary Designation Statement: In addition to the designations made above, the applicant also makes under Rule 4.9(b) all other designations 
which would be permitted under the PCT except any designation(s) indicated in the Supplemental Box as being excluded from the scope of this 
statement. The applicant declares that those additional designations are subject to confirmation and that any designation which is not confirmed before 
the expiration of 15 months from the priority date is to be regarded as withdrawn by the applicant at the expiration of that time limit. (Confirmation of 
a designation consists of Hie filing of a notice specifying that designation and the payment of the designation and confirmation fees. Confirmation 
must reach the receiving Office within the 15-mtmth time limit.) 



Form PCT/RO/101 (second sheet) (January 2000) 



See Notes to the request form 



Sheet No. 4 



Filing date of earlier 
application 
( day/montli/year) 


Number 
of earlier application 


Where earlier application is: 






national application: 
country 


regional application:* 
regional Office 


international application: 
receiving Office 


item (1) 

28/07/99 


99/09,990 


FRANCE 






item (2) 










item (3) 

i 1 TUn «_»:.,:..*. 


r\cr. — : . i . 









Box No. VI 



PRIORITY CLAIM 



□ 



the earlier application(s) (only if the earlier application was filed with the Office which for the 
purposes of the present international application is the receiving Office) identified above as item(s): 
* Where the earlier application is an AR1PO application, it is mandatory to indicate in the Supplemental Box at least one country party to the Paris 

Convention for the Protection of Industrial Property for which that earlier application was filed (Rule 4. 10(b)(ii)). See Supplemental Box 

Box No. VII INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY 



Choice of International Searching Authority (ISA) 

(If two or more International Searching Authorities are 
competent to carry out the international search, indicate 
the Authority chosen: the two-letter code may be used): 



ISA/ 

Box No. VIII CHECK LIST; LANGUAGE OF FILING 



Request to use results of earlier search; reference to that search (if an earlier 
search has been carried out by or requested from the International Searching 
Authority): 

Date (day/momh/year) Number Country (or regional Office) 



This international application contains the 
following number of sheets: 



This international application is accompanied by the item(s) marked below: 



request 


4 




1. 


I_ 


description (excluding 






2. 


__ 


sequence listing part) : 


29 














3. 


□ 


claims : 


2 














4. 


□ 


abstract 


1 














5. 


□ 


drawings 


2 














6. 


□ 


sequence listing part 










of description 


4 




7. 


□ 








8. 


__ 


Total number of sheets: 


42 




9. 


__ 



Figure of the drawings which 
should accompany the abstract: 



Language of filing of the 
international application: French 



Box No. IX SIGNATURE OF APPLICANT OR AGENT 



Next to each signature indicate the name of the person signing and the capacity in which the person signs (if such capacity is not obvious from reading the request). 
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4. The amendments have resulted in the cancellation of: 

□ the description, pages: 

□ the claims, Nos.: 

□ the drawings, sheets/fig: 



5. □ This report has been written disregarding (some of) the amendments, which were considered as 
going beyond the description of the invention, as filed, as is indicated below (Rule 70.2(c)): 

(All replacement sheets comprising amendments of this nature should be indicated in point 1 and 
attached to this report). 



6. Additional observations, if necessary: 



V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial 
applicability; citations and explanations supporting such statement 

1 . Statement 



Novelty 


Yes: 


Claims 


1-10 




No: 


Claims 
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Inventive Step 


Yes: 


Claims 


1-10 




No: 


Claims 


11-13 


Industrial Applicability 
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Claims 
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Claims 
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Point V 

1. In this international preliminary examination report, reference is made to the 
following document: 

D1 : WO 98/32326 (cited in the application) 

2.1 Given the state of the art, the subject-matter of Claims 1-10 may be 
considered to be novel and to involve an inventive step (Article 33(2)(3)PCT). 

The invention relates to the transformation of plant lines with a view to 
producing isotransgenic lines which vary by only one or two genes. As 
explained in the present description (in particular pages 3 and 4), the 
additional step involved in the method of the present invention (see Claim 1. 
step (b)) compared to the techniques described in D1 is a step for selecting 
the primary transformants which have integrated only transfer DNA, this being 
into the genome of the type not suited to transformation. Thus, the 
isotransgenic lines produced after backcrossing these primary transformants 
with the parental line of agronomic interest may be termed true isotransgenic 
lines since they are free of any fragment originating from the line suited to 
transformation while at the same time keeping an acceptable level of 
transformation efficiency. Because of this, the method of the invention, 
characterized by this additional step which is neither described nor suggested 
in the prior art, is novel and is not obvious to those skilled in art. 

2.2 The subject-matter of the product Claims 11-13 does not appear to be novel. 
Specifically, in our opinion, lines which may be termed true isotransgenic lines 
as defined in the present invention have been produced in the prior art (see 
D1, for example, claims 33 and 34), quite obviously with less efficiency than 
in the method of the present invention. It should be noted that the transgenic 
plants, isotransgenic lines [lacuna] 
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01 February 2001 (01.02.01) under No. WO 01/07632 

REMINDER REGARDING CHAPTER 1 1 (Article 31 .2)(a) and Rule 54.2) 
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to file a demand for international preliminary examination. 
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1 . This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining Authority 
and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



This REPORT consists of a total of 



. sheets, including this cover sheet. 



[— j This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have been 
amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority (see Rule 
/u. I o and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of 



sheets. 



This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 
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II 
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III 
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IV 
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V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 


□ 
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Certain documents cited 
Certain defects in the international application 
VIII Q Certain observations on the international application 
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Date of completion of this report 

19 September 2001 (19.09.2001) 
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Authorized officer 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



ational application No. 

PCT/FROO/02130 



I. Basis of the report 



With regard to the elements of the international application:* 
| | 'he international application as originally filed 
the description: 

Pages ^2 9 

pages 
pages 



, as originally filed 



, filed with the letter of 



, filed with the demand 



the claims: 

pages 

pages 
pages 
pages 



1-13 



, as originally filed 



, as amended (together with any statement under Article 19 
. , filed with the demand 



filed with the letter of 



the drawings: 
pages 

pages 

pages 



1/2-2/2 



, as originally filed 

, filed with the demand 



. , filed with the letter of 



the sequence listing part of the description: 
pages 
pages 
pages 



1-8 



, as originally filed 



filed with the letter of 



filed with the demand 



These elements were available or furnished to this Authority in the following language which is . 

LJ the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23.1(b)). 
LJ the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

o h r e 5 Sr aSe ° f tranS ' ati0n ftlmiShed f ° r ^ PU,P0SeS ° f international Preliminary examination (under Rule 55.2 and/ 

Sm^ * the international application, the international 

S contained in the international application in written form. 
£3 filed together with the international application in computer readable form. 
LJ furnished subsequently to this Authority in written form. 
LJ furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
international application as filed has been furnished. disclosure in the 

b«Vfu a Se"d. that infOmiati0n reC ° rded C ° mPUter readab,C f0rm iS identical ,0 the written «q««ce listing has 

The amendments have resulted in the cancellation of 

□ the description, pages 

□ the claims, Nos. 

□ the drawings, sheets/fig 



5. □ ^ S nn 7° rt i aS , been eSta r b ! is ! ,ed 35 if ( some of > the amendments had not been made, since they have been considered to eo 
beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).** considered to go 

and 70.17). on &naily Jiled and are not annexed to this report since they do not contain amendments (Rule 70.16 

\**Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item 1 and annexed to this report. 
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I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of (Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an imitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed " and are not annexed to tlie report since they do not contain amendments.) : 

Paragraph 6 



The application contains eight pages of sequence listings 
(received on the 24.11.2000). 
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mational application No. 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



Statement 
Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-10 



11-13 



1-10 



11-13 



1-13 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 



1 . 



2. 



In the present international preliminary examination 
report, reference is made to the following document: 

Dl: WO 98/32326 (cited in the application). 

In view of the prior art, the subject matter of 
Claims 1-10 can be considered to be novel and to 
involve an inventive step (PCT Article 33(2) and 
(3) ) . 

The invention relates to the transformation of plant 
lines with a view to producing isogenic transgenic 
lines varying only by one or two genes. As explained 
in the present description (in particular, pages 3 
and 4) , the additional step used in the method of 
the present invention (see Claim 1, step (b) ) in 
relation to the techniques described in Dl, is a one 
for selecting primary transf ormants which have 
integrated only transfer DNA in the genome not 
suitable for transformation. Therefore, the isogenic 
transgenic lines produced by backcrossing said 
primary transf ormants with the parent agronomic line 
of interest can be qualified as real isogenic 
transgenic lines since they are completely free of 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 



INTERNATIONAL PRmMINARY EXAMINATION REPORT 
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IPC 



manorial application No. 
PCT/FR 00/02130 



fragments from the line suitable for transformation 
whilst maintaining an acceptable level of 
transformation. Therefore, the method of the 
invention which is characterised by this additional 
step, which is not described in, or suggested by, 
the prior art, is novel and non-obvious to a person 
skilled in the art. 



2.2 



The subject matter of product Claims 11-13 does not 
appear to be novel. Indeed, in our opinion, the 
lines that could be qualified as real isogenic 
transgenic lines as defined in the present 
invention, have been produced in the prior art (see 
Dl, for example, Claims 33 and 34), yet obviously 
with a less effective method than that of the 
present invention. It should be noted that although 
the transgenic plants, isogenic transgenic lines or 
hybrids claimed, or more generally, the claimed 
products, are likely to be produced using a new 
method, such as that of the present invention, they 
should, however, be novel per se. Therefore, in the 
claims, they must be sufficiently defined so as to 
be distinguished from existing products, namely the 
plants, lines or hybrids from the prior art produced 
using methods that are less efficient than those of. 
the present invention. 



2.3 Even if novelty could be shown for said Claims 11 to 
13, as presently worded, they could not, however, be 
considered to involve an inventive step. 



3.1 The products of Claims 11-13 would be better defined 
using the term "which are likely to be produced 
using the method..." rather than the term "produced 
using the method...". 
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3.2 



The French text of Claim 12 is not clear (PCT 
Article 6) . What is the technical meaning of the 
phrase "lignees ... caracterisees en ce qu'elles sont 
fixees en genotype lignee d' interet pur sur 
1' ensemble du genome" ? 



3.3 



Unless the notion of "commercial hybrids" is a 
specific structural and/or functional feature, using 
such a term to characterise products in the claims 
of a patent of invention is not standard practice. 
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preliminaire international (formulaire PCT/IPEA/416) 



PCT/FR00/02130 



Oemande Internationale n° 



Date du depot international (jour/mois/ann6e) Date de priorite (jour/mois/ann4e) ' 
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Classification Internationale des brevets (CIB) ou a la fois classification nationale et CIB 
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Deposant 
RHOBIO 

1 . Le present rapport d'examen preliminaire international, etabli par I'administaration chargee de I'examen preliminaire 
international, est transmis au deposant conformement a I'article 36. 

2. Ce RAPPORT comprend 5 feuilles, y compris la presente feuille de couverture. 

□ II est accompagne d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
ete modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faites aupres de 
I'administration chargee de I'examen preliminaire international (voir la regie 70.16 et I'instruction 607 des Instructions 
administratives du PCT). 

Ces annexes comprennent feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 

I ^ Base du rapport 

II □ Priorite 

III □ Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 

d'application industrielle 

IV □ Absence d'unite de I'invention 

V S Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 

d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

VI □ Certains documents cites 

VII □ Irregularites dans la demande internationale 

VIII □ Observations relatives a la demande internationale 



Date de presentation de la demande d'examen preliminaire 
internationale 



Date d'achevement du present rapport 



09/02/2001 



19.09.2001 



Norn et adresse postale de I'administration chargee de 
I'examen preliminaire international: 




Fonctionnaire autorise 




Fax: +49 89 2399 - 4465 



Formulaire PCT/IPEA/409 (feuille de couverture) (janvier 1994) 



RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande internationale n° PCT/FR00/021 30 



I. Base du rapport 

1 . En ce qui concerne les el 'merits de la demande internationale {les feuilles de remplacement qui ont 6te remises 
a I'office recepteur en reponse a une invitation faite conformement a I'article 14 sont conside'rees dans le present 
rapport comme "initialement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elles ne contiennent 
pas de modifications (regies 70. 16 et 70. 17)): 

Description, pages: 

1-29 version initiale 

Revendications, N°: 

1-13 version initiale 

Dessins, feuilles: 

1/2-2/2 version initiale 

Partie de la demande reservee au listage des sequences, pages: 

1-8, telles que initialement deposees 



2. En ce qui concerne la langue, tous les elements indiques ci-dessus etaient a la disposition de I'administration ou 
lui ont ete remis dans la langue dans laquelle la demande internationale a ete deposee, sauf indication contraire 
donnee sous ce point. 

Ces elements etaient a la disposition de I'administration ou lui ont ete remis dans la langue suivante: , qui est : 

□ la langue d'une traduction remise aux fins de la recherche internationale (selon la regie 23.1 (b)). 

□ la langue de publication de la demande internationale (selon la regie 48.3(b)). 

□ la langue de la traduction remise aux fins de I'examen preliminaire internationale (selon la regie 55.2 ou 
55.3). 

3. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acide amines divulguees dans la demande 
internationale (le cas echeant), I'examen preliminaire internationale a ete effectue sur la base du listage des 
sequences : 

IS contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

depose avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ remis ulterieurement a I'administration, sous forme ecrite. 

□ remis ulterieurement a I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

El La declaration, selon laquelle le listage des sequences par ecrit et fourni ulterieurement ne va pas au-dela 
de la divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournie. 
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B La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous dechiffrable par ordinateur sont identiques a 
celles du listages des sequences Presente par ecrit, a ete fournie. 

4. Les modifications ont entrame I'annulation : 

□ - de \a description, pages : 

□ des revendicatidns, n os : 

□ des dessins, feuilles : 

5. □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 

comme allant au-dela de I'expose de I'invention tel qu'il a ete depose, comme it est indique ci-apres (regie 
70.2(c)) : 

(Toute feuille de remplacement comportant des modifications de cette nature doit etre indiquee au point 1 et 
annexe" e au present rapport) 



6. Observations complementaires, le cas echeant : 



V. Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 



1. 



Declaration 



Nouveaute 



Oui : Revendications 
Non : Revendications 



I- 10 

II- 13 



Activite inventive 



Oui : Revendications 
Non : Revendications 



I- 10 

II- 13 



Possibilite d'application industrielle Oui : Revendications 

Non : Revendications 



1-13 



2. 



Citations et explications 
voir feuiile separee 
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Point I, paragraph 6 

La demande contient huit feuilles de listing de sequences (regues le 24.1 1 .2000). 
Point V 

1 . Dans ce rapport d'examen preliminaire international, il est fait reference au 
document suivant: 



D1 : WO 98/32326 (cite dans la demande) 

2. 1 Vu I'etat de la technique, I'objet des revendications 1-10 peut etre considere I 

comme nouveau et comme impliquant une activite inventive (Article 33(2)(3)PCT). 

L'invention se rapporte a la transformation de lignees de plantes en vue de 
I'obtention de lignees isotransgeniques.ne variant que par un ou deux genes. 
Comme il est explique dans la presente description (en particulier, pages 3 et 4), 
I'etape supplementaire intervenant dans le procede de la presente invention (voir 
revendication 1 , etape (b) ) par rapport aux techniques decrites dans D1 , est une 
etape de selection des transformants primaires qui ont integre uniquement de 
I'ADN de transfert, et cela dans le genome de type non apte a la transformation. 
Ainsi, les lignees isotransgeniques obtenues apres retrocroisements de ces 
transformants primaires avec la lignee d'interet agronomique parentale peuvent 
etre qualifiees de lignees isotransgeniques vraies car exemptes de tout fragment 
provenant de la lignee apte a la transformation tout en gardant un niveau 
d'efficacite de transformation acceptable. De ce fait, le procede de l'invention, 
caracterise par cette etape supplementaire qui n'est pas decrite ni suggeree dans 
I'art anterieur, est nouveau et n'est pas evident pour une personne du metier. 



2.2 L'objet des revendications de produits 11-13 ne semble pas etre nouveau. 
En effet, a noter avis, des lignees qui pourraient etre qualifiees de lignees 
isotransgeniques vraies telles que definies dans la presente invention ont ete 
obtenues dans I'art anterieur (voir D1 , par exemple, revendications 33 et 34), bien 
evidemment avec une moindre efficacite que dans le procede de la presente 
invention. II est a noter que les plantes transgeniques,. lignees isotransgeniques 
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ou hybrides revendiques, ou de maniere generate les produits revendiques, bien 
qu'etant susceptibles d'etre obtenus par un nouveau procede tel que celui de 
cette invention, doivent cependant, en soi, etre nouveaux; de ce fait, ils doivent 
etre definis, dans les revendications, de maniere suffisante pour pouvoir etre 
distingues des produits existants, c.-a-d. des plantes, lignees ou hybrides-de I'etat 
de la technique obtenus par des precedes moins efficaces que celui de la 
presente invention. 

2.3 Meme si la nouveaute pouvait etre demontree pour ces revendications 11-13 . 
telles que formulees actuellement, elles ne pourraient pas cependant etre 
considerees comme impliquant une activite inventive. _ 

3.1 Les produits des revendications 1 1-13 seraient mieux definis par les termes "etant 
susceptible d'etre obtenu par le procede..." que par les termes "produit parie 
procede...". 

3.2 La revendication 12 n'est pas claire (Article 6 PCT). Quelle est la signification 
technique de I'expression "lignees... caracterisees en ce qu'elles sont fixees en 
genotype lignee d'interet pur sur I'ensemble du genome". 

3.3 A moins que la notion d' "Hybrides commerciaux" ne represente une 
caracteristique structurale et/ou fonctionnelle particuliere, il n'est pas d'usage 
d'utiliser une telle designation pour caracteriser des produits dans des 
revendications de brevet d'invention. 
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i-H (54) Title: METHOD FOR OBTAINING ISOGENIC TRANSGENIC LINES 
^ (54) Titre: PROCEDE D'OBTENTION DE LIGNEES ISOTRANSGENIQUES 

VO (57) Abstract: The invention concerns a method for obtaining isogenic transgenic lines, characterised in that it comprises a step for 
» targeting the genome receiving a T-DNA after transformation of a hybrid. The invention also concerns commercial hybrids produced 
\ bv cross-breeding of the resulting isogenic transgenic lines with other lines of interest 

(57) Abrege: Cette invention concerne un prooSde' d'obtention de lignees isotransgeniques caracterise' en ce qu'il comprend une 
dtape permettant de cibler le genome receveur d'un ADN-T apres transformation d'un hybride. Rentrent egalement dans le cadre 
J> de Finvention les hybrides commerciaux produits par croisement des lignees isotransgeniques ainsi obtenues avec d'autres lignees 
d'int^ret. 
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Precede d'obtention de lignees isotransgeniques 



L' invention conceme un precede d'obtention de lignees isotransgeniques 
caracterise en ce qu'il comprend une eiape permettant de cibler le genome receveur d'un 
ADN-T apres transformation d'un hybride, ainsi que les hybrides commerciaux produits a 
partir de ces lignees isotransgeniques. 

Par 1'expression 'lignees isotransgeniques'. on entend des lignees transgeniques 
isogeniques, l'isogenie etant definie par l'etat d'un genotype ne differant d'un autre que par 
un tres petit nombre de genes (1 ou 2), souvent obtenu par retrocroisement. Les lignees 
isotransgeniques selon l'invention sont caracterisees en ce qu'elles sont fixees en genotype 
pur 'lignee d'interet' sur l'ensemble du genome et ont integre de facon stable l'ADN-T 
contenant le transgene. Elles ont la particularity d'etre exemptes de tout fragment 
provenant de la lignee de transformation et pouvant consumer un fardeau genetique pour 
les etapes ulterieures de selection. 

Par 'ADN-T' ou ADN de transfers on entend le fragment d'ADN contenant le gene 
d'interet et les sequences permettant son expression, qui est transfere et integre dans le 
genome de l'hote au cours de la transformation. 

On distinguera dans le cadre de l'invention deux types de lignees : les lignees de 
transformation ou aptes a la transformation, de type A 188 par exemple ; et les lignees non 
aptes a la transformation, nominees ci-apres lignees d'interet ou lignees agronomiques. Par 
'lignees elites', on designera des lignees agronomiques presentant un potentiel commercial 
important a une periode donnee. Les lignees elites presentent des proprietes agronomiques 
liees a 1'expression de traits de caractere phenotypique relatifs notamment a leur croissance 
vegetative et au rendement, ces proprietes agronomiques etant des caracteristiques 
techniques marquant leur potentiel commercial, c'est a dire leur aptimde a etre employees 
dans des programmes de selection varietale pour la mise sur le marche de lignees 
commerciales. 

Le developpement d'hybrides commerciaux implique generalement plusieurs etapes 
: (1) developpement de lignees pures homozygotes parentales, a partir de materiel 
genetique selectionne sur ses potentialites ; (2) croisement de ces lignees pour l'obtention 
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d'hybrides et (3) evaluation du potentiel commercial de ces hybrides, en fonction des traits 
de caracteres phenotypiques acquis et de leur vigueur hybride ou heterosis (croissance 
vegetative et rendement). Ce potentiel commercial est d'autant plus grand que les lignees 
parentales appartiennent a des groupes heterotiques varies et possedent des caracteristiques 
5 interessantes. D'ou l'importance accordee a la Recherche et au Developpement de lignees 
parentales ameliorees. notamment par transgenese. 

Cependant, les techniques de transformation de plantes developpees jusqu'ici, ne 
permettent pas aujourd'hui de transformer directement et efficacement la grande majorite 
des lignees agronomiques, dont les lignees elites, qui sont recalcitrantes ou non aptes a la 
10 transformation (efficacite nulle ou de l'ordre de 1/10 a 1/100), notamment chez le mais. 

De nombreux travaux ont done porte d ? une part, sur l'amelioration des conditions 
de culture in vitro pour les etapes de transformation et regeneration et d' autre part, sur la 
recherche d'un materiel vegetal de depart presentant une bonne efficacite de 
transformation. 

15 Une meilleure connaissance des facteurs environnementaux a ainsi permis 

d'optimiser les conditions de culture in vitro (transformation et regeneration) pour une 
adaptation a un plus grand nombre de genotypes ; mais ces ameliorations ne suffisent pas a 
surmonter la recalcitrance de certains genotypes, notamment ceux d'interet agronomique 
(Armstrong et al., 1992). 

20 Le choix d'un autre materiel vegetal que les lignees pures, souvent recalcitrantes a 

la transformation, a done ete propose pour la mise au point de procedes, notamment chez le 
mais : 

1) transformation d'une lignee donneuse apte a la transformation de type A188 
(Armstrong et al., 1985) suivie de retrocroisements successifs avec des lignees pures 

25 receveuses non aptes a la transformation, pour obtenir une lignee 'isotransgenique' (au 
moins 5 a 6 retrocroisements necessaires, si Ton veut atteindre l'isogenie parfaite). Dans la 
pratique, les lignees resultantes de ces retrocroisements sont au mieux 'pseudo- 
isogeniques', car un fragment du genome de la lignee donneuse est irremediablement lie au 
transgene. Selon sa taille et sa nature, fonction des processus de recombinaison et/ou de la 

30 disponibilite limitee de marqueur moleculaire pour faire le tri, ledit fragment peut 
consumer un fardeau genetique genant pour les etapes de selection ulterieures ; de plus, les 
phenomenes de recombinaison qui permettraient de reduire ce fardeau sont des evenements 
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rares, la recombinaison entre sequences homeologues etant moins efficace qu'entre 
sequences homologues, rendant obsoletes les gros efforts de retrocroisements. II y a done 
un risque important de generer des effets genetiques negatifs dans le produit hybride final, 
via l'utilisation de materiel de depart de type A 188 apte a la transformation. 

2) transformation directe d'un hybride 'lignee de transformation x lignee d'interet 
agronomique' (Ishida et al., 1996). Celui-ci, associant les aptitudes a la transformation / 
regeneration et les caracteristiques agronomiques de chacune des lignees parentales, peut 
apparaitre comme un materiel vegetal de depart plus favorable a la production d'hybrides 
commerciaux in fine. Mais les resultats obtenus par Ishida et al. (1996) montrent que 
l'efficacite de transformation de 1'hybride est bien plus faible que celle obtenue pour la 
lignee de genotype Al 88. Par ailleurs, les risques de fardeau genetique dans le produit final 
ne sont pas evites, puisque le transgene peut s'integrer sur Tun ou l'autre des chromosomes 
de 1'hybride (e'est-a-dire sur le chromosome lignee donneuse de type A188 dans 50% des 
cas). 

La demande intemationale WO 98/32326 (Pioneer) propose de jouer sur les deux 
parametres- conditions de culture in vitro et materiel vegetal- pour ameliorer l'efficacite de 
transformation d'une part, et rendre d'autre part le precede de base decrit par Ishida et al. 
(1996) applicable a d'autres lignees que A188. Cette equipe mentionne une efficacite de 
transformation meilleure que celle obtenue avec le protocole de base, mais cette efficacite 
reste encore faible dans le cas des lignees non aptes a la transformation. 

On ne disposait done pas a ce jour de precede global ni de materiel vegetal pour 
l'obtention de lignees 'isotransgeniques' vraies, integrant a la fois les besoins en haute 
frequence de transformation (excluant. l'utilisation. de lignees pures non aptes a la 
transformation) et la necessite d'avoir une isogenie vraie pour les lignees transgeniques 
produites (indiquant au contraire l'utilisation de ces lignees pures, pour eviter tout fardeau 
genetique provenant de la lignee de transformation). 

La presente invention permet d'apporter une solution originale a ce probleme en 
mettant au point un nouveau precede d'obtention de lignees isotransgeniques integrant une 
etape qui permet de cibler le genome receveur de l'ADN-T. Ce precede, base sur la 
transformation d' hybride, est en fait caracterise par une etape de selection des 
transformants primaires qui ont integre uniquement l'ADN-T dans le genome de type non 
apte a la transformation (a priori 50% des transformants). Ces transformants selectionnes 
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conduiront a la creation de lignees isotransgeniques apres retrocroisements desdits 
transformants avec la lignee d'interet agronomique parentale. 

Cette etape de selection des transformants ayant integre le transgene dans le 
genome de type non apte a la transformation n'avait jamais ete suggeree ni decrite dans 
5 l'art anterieur. Elle est avantageuse en ce qu'elle permet d'obtenir in fine une lignee 
isotransgenique 'vraie', c'est-a-dire exempte de tout fragment provenant de la lignee apte a 
la transformation, tout en gardant un niveau d'efficacite de transformation acceptable. De 
plus, elle permet d'ameliorer la rapidite du transfert du gene d'interet dans un genome pur, 
en diminuant le nombre de retrocroisements necessaires. 
10 Le procede selon I'invention, integrant cette etape de selection des transformants 

primaires, permet de mieux repondre aux exigences industrielles, en matiere de rapidite et 
efficacite, que ne le faisaient les precedes decrits jusqu'a lors. 

De plus, ce procede presente un grand interet, notamment lorsque la lignee d'interet 
entre dans de nombreuses formules hybrides ou lorsqu'il s'agit de lignees dominant un 
15 marche important. II permet la production de plantes transgeniques pouvant exprimer, a 
titre d'exemples, un ARN antisens, un ribozyme ou une proteine d'interet lui conferant une 
resistance aux maladies/pathogenes et/ou une qualite agronomique ou nutritionnelle 
amelioree (acides amines, huile, amidon...). 

L' utilisation de ce procede permet egalement de varier les sources genetiques des 
20 lignees de grands groupes heterotiques, utilisees comme lignees parentales pour la 
production d'hybrides commerciaux. Elle rend egalement possible l'empilement de 
plusieurs caracteres transgeniques dans les lignees agronomiques sans addition de 
fragments provenant de la lignee de transformation, et pouvant faire l'objet d'un fardeau 
genetique. Cette perspective interesse notamment la diversification des sources genetiques 
25 pour la production d'hybrides commerciaux ayant conserve une bonne vigueur hybride, 
voire meme amelioree. 

Selon un premier mode de realisation, le procede d'obtention de lignees 
isotransgeniques de plantes selon 1'invention comprend les etapes suivantes de : 

a) transformation des cellules vegetales d'un hybride de plante constitue 

30 par le croisement de deux lignees parentales, une lignee d'interet et une lignee 

apte a la transformation, avec un vecteur porteur d'un ADN-T contenant un 
transgene; 



b) selection des transformants primaires hybrides ayant integre ledit ADN- 
T uniquement, dans le genome de la lignee d'interet ; 

c) retrocroisements avec la lignee parentale d'interet desdits transformants 
primaires selectionnes en b), et selection des individus issus de ces 

5 retrocroisements jusqu'a Fobtention de lignees isotransgeniques. 

De preference, parmi les transformants primaires hybrides, sont prealablement 
choisis ceux qui presentent une insertion monolocus ou monocopie de l'ADN-T, c'est-a- 
dire ayant integre de preference une copie du transgene (monocopie) ou eventuellement 
plusieurs copies en tandem, au meme locus chromosomique. Les individus monocopies 

10 sont notamment preferes en ce qu'ils ne sont pas affectes par le phenomene d'extinction de 
genes, connu pour les insertions multicopies et qu'ils permettent un suivi simplifie du 
transgene. Par 1'expression 'insertion sans sequence extrabordure', on entend des 
transformants qui ont integre uniquement 1' ADN-T contenant le transgene, sans le transfert 
de sequences plasmidiques exterieures a l'ADN-T, nominees extrabordures. 

15 La selection des transformants monolocus, monocopie de preference, et depourvus 

de sequence extrabordure, peut notamment etre realisee par la technique Southern avec 
plusieurs enzymes de restriction et plusieurs sondes (Southern, 1975), permettant 
d' identifier et caracteriser l'insertion dans le genome de la plante, et de differencier ainsi les 
evenements de transformation. 

20 Le precede est caracterise en ce que l'etape de selection des transformants primaires 

hybrides consiste a identifier les sequences genomiques adjacentes a l'ADN-T insere pour 
determiner le genome parent receveur dudit ADN-T. 

Pour chaque transformant primaire qui s'est revele conforme au phenotype attendu 
et qui a ete selectionne suivant les criteres- monolocus ou monocopie et absence 

25 d' extrabordures- les sequences genomiques de 1'hote adjacentes a l'ADN-T peuvent etre 
isolees et identifiees, par exemple via une methodologie basee sur la PCR (Polymerase 
Chain Reaction, Saiki Rk. et al., 1988), de preference IPCR (Inverse PCR, Does Mp. Et al., 
1991). Le but etant d'identifier l'origine parentale du genome accepteur du transgene 
(lignee d'interet agronomique ou lignee de transformation). 

30 Enfin 1'identification, pour chaque transformant, du genome de la lignee parentale 

ayant integre l'ADN-T, peut notamment etre basee sur la mise en evidence d'un 
polymorphisme de la taille des fragments de restriction (RFLP, Restriction Fragment 
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Length Polymorphism, Burr B. et al., 1983) entre les lignees parentales et le transformant, 
en utilisant comme sondes, le ou les fragments genomiques adjacents, precedemment 
identifies. 

De facon alternative, le sequencage des bordures genomiques de l'ADN-T et la 
5 mise en evidence de SNP (Single Nucleotid Polymorphism) par* comparaison avec les 
sequences des lignees parentales. peuvent egalement permettre 1' identification du genome 
parent receveur. 

De plus, lesdites sequences genomiques adjacentes identifiees peuvent encore etre 
utilisees comme sondes sur une population de cartographie connue de l'homme de Tart, 

10 pour identifier le chromosome porteur de I'insertion et la position de celle-ci, selon les 
techniques de cartographie (par exemple Murigneux et al., 1993). Ceci permet de choisir 
quelques marqueurs autour de cette position, a utiliser avantageusement dans les etapes 
ulterieures de selection des individus backcrosses. 

La construction de vecteurs d' expression pour la transformation (etape a) est a la 

15 portee de 1'homme du metier suivant les techniques standards, comme decrit par exemple 
dans Sambrook et al. (1989). Lesdits vecteurs d'expression peuvent contenir une sequence 
nucleotidique en sens ou en antisens codant par exemple pour une proteine d'interet 
(qualite agronomique, nutritionnelle ou therapeutique), ou proteine de resistance a des 
maladies et/ou pathogenes (herbicide, insecticide), ou un marqueur de selection, ou un 

20 ARN antisens ou un ribozyme..., ainsi que des sequences regulatrices permettant son 
expression chez la plante (promoteur- constitutif ou inductible ou specifique/ peptide 
adressage/ tenninateur). Weising et al. (1988) decrit notamment des promoteurs, 
sequences de polyadenylation, genes marqueurs de selection, genes reporteurs, enhancers, 
introns utilisables dans le cadre de l'invention. Parmi les sequences nucleotidiques 

25 d'interet, on peut citer tous les acides nucleiques permettant de donner ou ameliorer un 
trait de caractere benefique chez la plante transgenique resultante. Par exemple, l'acide 
nucleique peut coder pour des proteines ou des transcrits ARN antisens pour favoriser une 
augmentation des valeurs mutritionnelles, du rendement, de la resistance aux pathogenes, 
aux maladies.... De tels genes sont notamment decrits dans les demandes de brevet WO 

30 91/02071 et WO 95/06128. 

A titre d'exemple, on peut citer : 
- le gene bacterien dapA pour augmenter le taux de lysine ; 
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- le gene de l'endotoxine Bt ou d'un inhibiteur de protease ou de proteines extraites de 
bacteries comme Photorabus (WO 97/17432 & WO 98/08932) pour la resistance aux 
insectes : 

- parmi les proteines ou peptides d'interet conferant de nouvelles proprietes de resistance 
5 aux maladies on citera notamment les chitinases (WO92/01792), les glucanases (WO 

93/02197), l'oxalate oxydase (WO 94/13790), ou encore les peptides antibacteriens 
et/ou antifongiques, en particulier les peptides de moins de 1 00 acides amines riches en 
cysteines comme les thionines ou defensines de plantes, et plus particulierement les 
peptides lytiques de toutes origines comprenant un ou plusieurs ponts disulfides entre 

10 les cysteines et des regions comprenant des acides amines basiques, notamment les 
peptides lytiques suivants : l'androctonine (WO 97/30082 et WO 99/09189), la 
drosomicine (WO 99/02717), la thanatine (WO 99/24594) ou l'heliomicine (WO 
99/53053). Selon un mode particulier de realisation de l'invention, la proteine ou 
peptide d'interet est choisi parmi les peptides eliciteurs fongiques, en particulier les 

15 elicitines (Kamoun et al., 1993 ; Panabieres et al., 1995). 

- le gene bar ou pat conferant une tolerance au bialaphos, un gene bacterien ou vegetal 
codant pour une EPSPS pour la resistance a l'herbicide glyphosate (US 4,940,835, US 
5, 188, 642, US 4,971,908, US 5,145,783, US 5,312,910, US5,633,435, US5,627,061, 
US 5,310,667, WO 97/04103) ; le gene codant pour la glyphosate oxydioreductase (US 

20 5.463,175), un gene bacterien ou vegetal codant pour une HPPD native, mutee ou 
chimere (WO 96/38567, WO 98/02562, WO 99/24585, WO 99/24586) conferant une 
tolerance aux herbicides ayant pour cible l'HPPD (i.e diketones, isoxazoles, 
mesotrione, etc) ; 

- des genes impliques dans les precedes de biosynthese conduisant a un changement de 
25 la qualite des produits de la plante transgenique, tels que les genes codant pour des 

enzymes de la biosynthese ou la degradation de l'amidon (i.e synthases, enzymes de 
branchement de l'amidon...) ; genes codant pour des proteines de stockage du grain (i.e 
sous-unites de glutenines, gliadines, hordeines) ; genes lies a la force du grain dans le 
ble (i.e puroindolines). 

30 - les genes modifiant la constitution des plantes modifiees, en particulier la teneur et la 
qualite de certains acides gras essentiels (EP 666 918) ou encore la teneur et la qualite 
des proteines, en particuliers dans les feuilles et/ou les graines desdites plantes. On 
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citera en particulier les genes codant pour des proteines enrichies en acides amines 
soufres (Korit, A.A. et al. ; WO 98/20133 ; WO 97/41239 ; WO 95/31554 ; WO 
94/20828 ; WO 92/14822). Ces proteines enrichies en acides amines soufres auront 
egalement pour fonction de pieger et stocker la cysteine et/ou la methionine 
excedentaire, permettant d'eviter les problemes eventuels de toxicite lies a une 
surproduction de ces acides amines soufres en les piegeant. On peut citer egalement des 
genes codant pour des peptides riches en acides amines soufres et plus particulierement 
en cysteines, les dits peptides ayant egalement une activite antibacterienne et/ou 
antifongique. On citera plus particulierement les defensines de plantes, de meme que 
les peptides lytiques de toute origine, et plus particulierement les peptides lytiques 
suivants : 1'androctonine (WO 97/30082 et WO 99/09189), la drosomicine (WO 
99/02717), la thanatine (WO 99/24594) ou l'heliomicine (WO 99/53053). 
- des genes de la sterilite male artificielle (i.e barnase, and PR-glucanase sous controle 
d'un promoteur approprie) peuvent egalement etre utilisees pour la production de 
semences hybrides. 

Les sequences nucleiques d'interet peuvent egalement etre introduites en tant 
qu'outil genetique pour generer des mutants et/ou assister 1' identification, le marquage 
moleculaire ou 1' isolation de segments de genes de plantes. D'autres exemples sont decrits 
dans Weising et al. 

Le vecteur d' expression comprenant la sequence nucleique d'interet a introduire 
dans la plante contiendra generalement un marqueur de selection ou un gene rapporteur ou 
les deux, pour faciliter 1' identification ou la selection des cellules transformees. De facon 
alternative, le marqueur de selection peut etre porte par un second vecteur et utilise en 
cotransformation. Ces sequences doivent etre flanquees de sequences regulatrices 
appropriees pour permettre leur expression dans les plantes. Les marqueurs de selection 
sont bien connus de l'homme de metier et incluent, par exemple, des genes de resistance 
aux antibiotiques et aux herbicides. Des exemples particuliers sont decrits dans Weising et 
al ou les demandes de brevets EP 242 236, EP 242 246, GB 2 197 653, WO 91/02071, WO 
95/06128, WO 96/38567 ou WO 97/04103. Un marqueur de selection prefere est 
l'hygromycine B phosphotransferase (hpt), qui peut etre derivee de E. Coli. On peut 
egalement citer le gene de l'aminoglycoside phosphotransferase du transposon n5 (Aphll) 
qui code pour la resistance aux antibiotiques kanamycine, neomycine, et G418. ainsi que 
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les genes qui codent pour la resistance ou la tolerance au glyphosate, bialaphos, 
methotrexate, imidazolinones, sulfonylurees, bromoxynil, dalapon et derives. Les genes 
marqueurs de selection conferant une tolerance aux herbicides presentent egalement une 
utilite commerciale dans les plantes transformees resultantes. Le gene rapporteur est 
5 generalement un gene qui n'est pas present ou exprime dans l'organisme ou tissu receveur 
et qui code pour une proteine dont 1' expression est mise en evidence par des proprietes 
detectables, comme un changement phenotypique ou une activite enz>'matique. Des 
exemples sont donnes dans Weising et al. Parmi les genes preferes, on peut citer le gene de 
la Chloramphenicol Acetyl Transferase (cat) de tn9 de E. Coli, le gene de la beta- 
10 glucuronidase (gus) au locus uidA de E. Coli, le gene de la Green Fluorescent Protein 
(GFP) de Aequoria victoria, et le gene de la luciferase de Photinus pyralis. 

Les sequences regulatrices incluent egalement des promoteurs constitutif, 
inductible, specifique d'un tissu ou d'un organe, ou specifique du stade developpement et 
qui peuvent etre exprimes dans la cellule vegetale. De tels promoteurs sont decrits dans 
15 Weising etal. 

On peut egalement citer : 

les sequences regulatrices de l'ADN-T de A. tumefaciens, incluant la 
mannopine synthase, la nopaline synthase, 1'octopine synthase 
le promoteur de l'aclcohol dehydrogenase de mais ; 
20 - les promoteurs induits par la lumiere tels que le gene de la petite sous- 

unite de la ribulose-biphosphate-carboxylase d'une variete d'especes et le 
promoteur du gene de la proteine de liaison chlorophylle a/b ; 

les promoteurs d'histone (EP 507 698), eventuellement combines avec le 
premier intron de l'actine de riz (WO 99/34005) ; 
25 - le promoteur de l'ubiquitine 1 de mais (Christensen et al., 1996) 

le promoteur 35S du virus de la mosai'que du chou-fleur, ou le promoteur 
19S ou avantageusement le promoteur constitutif double 35S (pd35S), decrits 
dans l'aiticle de Kay et al., 1987 ; 

le promoteur pCRU du gene de la cruciferine de radis permettant 
30 l'expression des sequences associees uniquement dans les semences (ou 

graines) de la plante transgenique obtenue (Depigny-This et al., 1992) ; 
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les promoteurs pGEAl et pGEA6 correspondant a la region 5' non 
codante des genes de la proteine de reserve de graines, GEA1 et GEA6, 
respectivement. d'Arabidopsis thaliana (Gaubier et al., 1993) et permettant une 
expression specifique dans les graines ; 
5 - le promoteur actine du riz suivi de l'intron actine de riz (pAR-IAR) 

contenu dans le plasmide pActl-F4 decrit par Mc Elroy et al., 1990 ; 

le promoteur HMWG (High Molecular Weight Glutenin) de ble par 
Robert et al., 1989 ; 

les promoteurs regules au cour du developpement tels que les 
10 promoteurs waxy, zeine ou bronze du mai's ; 

les promoteurs specifiques d'un organe ou d'un stade de developpement, 
tels que le promoteur de I'alpha-tubuline decrit dans US 5,635,618. 

le promoteur du gene de zeine de mai's (Pzeine) permettant 1' expression 
dans 1' albumen des semences de mai's (Reina et al., 1990) ; 
15 - le promoteur N d'un clone genomique de mat's, dont le cDNA est 

reference dans la publication de Shen et al. ( 1 994). 
On peut encore utiliser une sequence de regulation promotrice specifique de regions 
ou de tissus particuliers des plantes, et plus particulierement des promoteurs specifiques 
des graines (Datla, R. et al., 1997), notamment les promoteurs de la napine (EP 255 378), 
20 de la phaseoline, de la glutenine, de l'heliantinine (WO 92/17580), de l'albumine (WO 
98/45460), de l'oelosine (WO 98/45461), de 1'ATSl ou de l'ATS3 (WO 99/20775). 

On peut egalement employer un promoteur inductible avantageusement choisi parmi 
les promoteurs de phenylalanine ammoniac lyase (PAL), d'HMG-CoA reductase (HMG), 
de chitinases, de glucanases, d'inhibiteurs de proteinase (PI), de genes de la famille PR1, 
25 de la nopaline synthase (nos) ou du gene vspB (US 5 670 349), le promoteur HMG2 (US 5 
670 349), le promoteur de la beta-galactosidase (ABG1) de pomme ou le promoteur de 
I". lino cyclopropane carboxylate syntase (ACC synthase) de pomme (WO 98/45445). 

D'autres elements tels que les introns, enhancers, sequences de polyadenylation et 
derivees, peuvent egalement etre presentes dans la sequence nucleique d'interet, pour 
30 obtenir ameliorer 1' expression ou le fonctionnement du gene transformant. A titre 
d'exemple d'enhancer, l'activateur de translation du virus de la mosaique du tabac (VMT) 
decrit dans la demande WO 87/07644, ou du virus etch du tabac (VET) decrit par 
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Cairington & Freed (1990). Panni les introns utilisables, le premier intron AdhlS de mai's 
peut etre place entre le promoteur et la sequence codante d'une sequence nucleique 
d'interet. Cet intron, inclus dans une construction genetique, est xonnu pour augmenter 
l'expression d'une proteine dans les cellules de mai's (Callis et al., 1987). On peut 
5 egalement utiliser le premier intron du gene shrunken-1 de mai's tMaas et al., 1991), le 
premier intron du gene de la catalase du pois castor (cat-1) (Ohta et al.. 1990) ; le second 
intron du gene ST-LS1 de la catalase de pomme de terre (Vancanneyt et al., 1990) ; l'intron 
du virus DSV nain jaune du tabac(Morris et al. 1992) ; l'intron actine -1 (act-1) du riz 
(McElroy et al. 1990) et l'intron 1 de la triose phosphate isomerase (TPI) (Snowden et al., 
10 1996). Cependant, une expression suffisante peut souvent etre obtenue sans intron (Battraw 
etal., 1990). 

Le vecteur d'expression peut aussi comprendre des sequences codant pour un 
peptide de transit, pour amener la proteine codee par le gene heterologue dans les 
chloroplastes des cellules de plante. Ces peptides de transit bien connus de I'homme de 

15 metier peuvent inclure les peptides de transit simples ou multiples, obtenus par la 
combinaison de sequences codant pour au moins deux peptides de transit. Le peptide de 
transit peut etre simple, comme un peptide de transit d'EPSPS (decrit dans le brevet US 
5,188,642) ou un peptide de transit de celui de la petite sous-unite de ribulose- 
biscarboxylase/oxygenase (ssu RuBisCO) d'une plante, eventuellement comprenant 

20 quelques acides amines de la partie N-terminale de la ssu RuBisCO mature (EP 1 89 707) 
ou encore un peptide de transit multiple comprenant un premier peptide de transit de plante 
fusionne a une partie de la sequence N-terminale d'une proteine mature a localisation 
plastidiale, fusionnee a un deuxieme peptide de transit de plante tel que decrit dans le 
brevet EP 508 909, et plus particulierement le peptide de transit optimise comprenant un 

25 peptide de transit de la ssu RuBisCO de toumesol fusionne a 22 acides amines de 
1'extremite N-terminale de la ssu RuBisCO de mai's fusionnee au peptide de transit de la 
ssu RuBisCO de mai's tel que decrit avec sa sequence codante dans le brevet EP 508 909. 
Un peptide transit prefere est Peptide de Transit Optimise (OTP) decrit dans le brevet US 
5,635,618. 

30 La transformation de cellules vegetales de l'hybride peut etre realisee par les 

techniques connues de 1'homme de metier. 
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On peut citer notamment les methodes de transfert direct de genes telles que la 
microinjection directe dans des embryoides de plante (Neuhaus et Coll., 1987), 
l'infiltration sous vide (Bechtold et al., 1993) ou l'electroporation (Chupeau et Coll., 1989) 
ou encore la precipitation directe au moyen de PEG (Schocher et Coll., 1986) ou le 
5 bombardement par canon de particules (Fromm M. et al., 1 990). 

On peut egalement infecter la plante par une souche bacterienne notamment 
d' Agrobacterium. Selon un mode de realisation du procede de 1' invention, les cellules 
vegetales sont transformees par un vecteur selon 1' invention, ledit hote cellulaire etant 
susceptible d' infecter lesdites cellules vegetales en permettant 1' integration dans le genome 

10 de ces dernieres, des sequences d'ADN d'interet initialement contenues dans le genome du 
vecteur susmentionne. Avantageusement, l'hote cellulaire susmentionne utilise est 
Agrobacterium tumefaciens, notamment selon la methode decrite dans rarticle d'An et 
al.(1986), ou encore Agrobacterium rhizogenes, notamment selon la methode decrite dans 
rarticle de Jouanin et al., 1987. 

15 De maniere preferentielle, la transformation des cellules vegetales est realisee par le 

transfert de la region T du plasmide circulaire extra-chromosomique inducteur de tumeurs 
Ti d' Agrobacterium tumefaciens, en utilisant un systeme binaire (Watson et al). Pour ce 
faire, deux vecteurs sont construits. Dans un de ces deux vecteurs, la region de 1'ADN-T a 
ete eliminee par deletion, a l'exception des bords droits et gauche, un gene marqueur etant 

20 insere entre eux pour permettre la selection dans les cellules de plantes. L' autre partenaire 
du systeme binaire est un plasmide Ti auxiliaire, plasmide modifie qui n'a plus d'ADN-T 
mais contient toujours les genes de virulence vir, necessaires a la transformation de la 
cellule vegetale. Ce plasmide est maintenu dans Agrobacterium. 

De maruere preferentielle, la transformation de cellules vegetales par 

25 Agrobacterium tumefaciens est realisee selon le protocole decrit par Ishida et al (1996), 
notamment a partir d'embryons immatures de 1 0 jours apres la fecondation. 

De facon alternative, on peut utiliser la methode de transformation d'embryons 
immatures decrite dans la demande internationale WO 98/32326, ou la methode de 
transformation des inflorescences de plantes monocotyledones decrite dans la demande de 

30 brevet WO 99/67357. 
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Les deux lignees parentales de Fhybride sont ainsi choisies : pour l'une, sur son 
aptitude a la transformation (lignee parentale de transformation) et pour I' autre, sur sa 
polyvalence ou son importance commerciale sur le marche (lignee parentale d'interet). 

Actuellement, la lignee presentant la meilleure aptitude a la transformation par 
5 Agrobacterium est la lignee A188 ; c'est celle qui est generalement utilisee pour la 
production de transformant. Parmi les lignees de transformation et les lignees elites 
commerciales connues, on peut citer notamment celles decrites par Ishida et al (1996) et 
Pioneer (WO 98/32326). 

Parmi les cellules susceptibles d'etre transformees selon le precede de 1' invention, 
10 on peut citer a litre d'exemples des cellules de plantes de grandes cultures (mai's, ble, colza, 
tournesol, pois, soja, orge...) ou des plantes potageres et fleurs. 

Les etapes de transformation (a) et selection (etape b- procede selon 1' invention) 
decrites precedemment ont permis de selectionner des transformants qui ont integre le 
transgene dans le genome de type non apte'a la transformation . Lesdits transformants 
15 selectionnes contiennent 50% du genome de la lignee parentale de transformation et 50% 
du genome de la lignee parentale agronomique. 

La reconversion vers une lignee fixee en genome d'interet pur (etape c), passe par 
des retrocroisements (backcross) successifs avec la lignee parentale d'interet et une 
selection des individus obtenus selon la methode classique d'analyse phenotypique ou 
20 preferentiellement la selection assistee par marqueurs (Hospital et al., 1992). 

Cette selection est basee notamment sur les criteres suivants : 

(i) variabilite autour du site d'integration du transgene, avec elimination de tout 
fragment lie provenant de la lignee donneuse de transformation (selection d'evenements de 
recombinaison). La recombinaison genetique souhaitee est selectionnee d'un cote du gene 

25 a une generation de retrocroisement et de 1' autre cote a la generation suivante. 

(ii) recherche du meilleur ratio genome d'interet (rapport du % genome d'interet 
agronomique sur le % du genome global) pour F ensemble du genome. 

L'etape (i) s'avere limitante dans le cas oil le transgene est insere dans un genome 
de type A188 par exemple, car il est necessaire d'eliminer tout fragment provenant de cette 
30 lignee de transformation en selectionnant les evenements de recombinaison les plus 
proches du transgene (evenements rares). Cela requiert : d'effectuer les etapes de 
retrocroisements sur un grand nombre de plantes pour selectionner au moins une plante 
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recombinee correctement des deux cotes de ('insertion (2e retrocroisement ou backcross) ; 
d'attendre un backcross supplemental pour appliquer. sur un nombre suffisant de piantes, 
une pression de selection sur Fensemble du genome. S'il est possible d'obtenir in fine des 
piantes fixees en genome d'interet a plus de 99% des le 4e backcross, ces piantes resteront 
5 au mieux pseudoisogeniques au site d'insertion du transgene. 

Dans le cas ou le transgene est insere dans un genome de type agronomique (lignee 
pareniale d'interet), et que les transformants primaires sont selectionnes pour cette 
caracteristique selon 1' invention, cette etape (i) de selection d'evenements rares de 
recombinaison n'est plus necessaire. En consequence, on obtient une reduction potentielle 
10 du nombre de retrocroisements necessaires et/ou du nombre d'individus a tester et/ou du 
nombre de marqueurs pour la selection, ainsi qu'il sera decrit a l'exemple 4. L'allegement 
du procede global de reconversion vers le genome d'interet pur s'ajoute au benefice majeur 
de l'invention, qui est l'obtention d'une isogenie vraie pour les lignees transgeniques 
produites. 

15 L'invention a egalement pour objet un procede dans lequel sont selectionnes des le 

premier retrocroisement en c) les individus dont le chromosome receveur de l'ADN-T a 

conserve un genotype entierement de type lignee d'interet et qui ont un ratio genome 

d'interet sur l'ensemble du genome d'au moins 75%. 

Rentre egalement dans le cadre de l'invention 1' utilisation du procede pour 
20 introgresser plusieurs caracteres transgeniques dans une plante sans addition de fragments 

lies au transgene pouvant faire 1' objet d'un fardeau genetique. 

L'invention concerne egalement un procede permettant de cibler le genome parent 

receveur d'un ADN-T apres transformation d'un hybride, comprenant 1' identification des 

sequences genomiques adjacentes a l'ADN-T insere. 
25 Elle a egalement pour objet toute plante ou partie de plante, notamment semence 

transgenique obtenues selon l'invention, a 1'une ou 1' autre des etapes decrites 

precedemment. 

Font egalement partie de l'invention les lignees isotransgeniques vraies obtenues a 
partir de transformants hybrides caracterisees en ce qu'elles sont fixees en genotype 'lignee 
30 d'interet' pur sur l'ensemble du genome et ont integre de facon stable l'ADN-T contenant 
le transgene. En particulier, les lignees isotransgeniques vraies obtenues selon l'invention 
sont des lignees elites. 
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Selon un autre mode de realisation, le precede selon 1' invention est caracterise en ce 
qu'il comprend une etape ulterieure de croisement entre la lignee isotransgenique selon 
l'invention et une autre lignee d'interet, notamment une autre lignee isotransgenique selon 
l'invention contenant un transgene different, pour l'obtention d'hybrides commerciaux. 

L'invention concerne egalement les hybrides commerciaux ainsi produits. 

Les figures et exemples ci-apres illustrent l'invention sans en limiter la portee. 

LEGENDES PES FIGURES 
Figure 1 : carte plasmidique d'un construit derive de pBIOS273 

Figure 2 : Mise en evidence par analyse RFLP sur les transformants primaires, du genome 
parental receveur de l'ADN-T. 
EXEMPLES 

La transformation du mais a titre d'exemple, peut notamment etre realisee selon le 
protocole de Ishida et al (1996) qui utilise les proprietes naturelles d'Agrobacterium 
tumefaciens et la strategic du systeme binaire (Hiei et al., 1994). 

Exemple 1 : Preparation des vecteurs 

Le plasmide superbinaire est le resultat d'une recombinaison homologue entre un 
vecteur intermediaire porteur de l'ADN-T contenant le gene d'interet et/ou le marqueur de 
selection, et le vecteur pSB 1 de Japan Tobacco (EP 672 752) qui contient : les genes virB 
et virG du plasmide pTiBo542 present dans la souche supervirulente A281 
d'Agrobacterium tumefaciens (ATCC 37349) et une region homologue retrouvee dans le 
vecteur intermediaire permettant cette recombinaison homologue. 

Le vecteur intermediaire pour 1' introduction du gene d'interet est le vecteur pBIOS 
273. Ce vecteur a ete genere en 2 grandes etapes : 

- clonage du fragment BspDI/XhoI (pAct-Bar-terNos) du vecteur pDM 302 (Cao et al., 
1992) dans le vecteur pSB12 (Komari T. et al, 1996) digere par Smal / BspDI : le vecteur 
pDM302 est digere avec l'enzyme Xhol (site unique sur le vecteur), generant ainsi des 
extremites cohesives 5' sortantes. Ces extremites sont rendues franches apres traitement a 
la Klenow. Une seconde digestion est ensuite effectuee avec BspDI (extremites cohesives). 
La jonction des sites Xhol 'franc' et Smal permet de recreer le site de coupure Xhol (en 
position 2363). Ces differentes etapes permettent un clonage oriente dans pSB12 et le 
vecteur resultant est appele pBIOS 272. 
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- deletion du site Xhol en position 3363 du vecteur pBIOS 272 par digestion partielle avec 
Xhol et action de la DNA Polymerase I large fragment. Le vecteur obtenu, possedant un 
site unique Xhol, est nomme pBIOS 273. 

Selon les techniques de clonage bien connues de l'homme de metier, un grand 
5 nombre de sequences codant pour un gene d'interet peuvent etre clonees dans ce vecteur 
pBIOS 273, aux fins de l'invention (Figure 1). 

Le vecteur intermediaire est introduit dans les cellules d'A. tumefaciens souche 
LBA 4404 (Hoekema et aL 1983) contenant le vecteur pSBl par electroporation selon les 
methodes bien connues. Les agrobacteries contenant les vecteurs superbinaires sont 
10 selectionnees sur milieu YT CaC12 en presence d'antibiotiques (dont les genes de 
resistance sont portes respectivement par les plasmides des differents types), par exemple 
tetracycline et spectinomycine a une concentration de 50mg/l. Seuls les plasmides 
superbinaires recombinants porteront la resistance a la spectinomycine (gene initialement 
sur les plasmides intermediaires, ne possedant pas d'origine de replication dans 
15 Agrobacterium, etant de ce fait incapables de se repliquer dans cette bacterie). Ces 
plasmides sont ensuite caracterises par restriction enzymatique et analyse Southern. 

Exemple 2 : Transformation d'hvbride de rnais 

a) Obtention de l'hybride 

Les lignees choisies pour fabriquer l'hybride a transformer (lignee A188 et lignee 
20 d'interet) sont semees en serre puis cultivees au phytotron ou en serre apres rempotage. Les 
plantes sont cultivees dans de la tourbe et arrosees quotidiennement avec une solution 
nutritive SuperPlantora (taux de NPK : 14-10-14 + 3% de MgO). Elles sont soumises a une 
photoperiode de 16 ::8 et a une intensite lumineuse de 3 a 4000 Lux. La temperature 
moyenne est de 25°C. Des l'emergence de l'epi, celui ci est couvert d'un sac en papier 
25 pour eviter toute contamination avec du pollen etranger. Ce sac est maintenu jusqu'au 
moment de la recolte de l'epi. 

L'embryon hybride est produit soit en fecondant la lignee A188 avec du pollen de 
la lignee elite, soit en fecondant la lignee elite avec du pollen de Al 88. 

9 a 10 jours apres la fecondation l'epi est observe pour determiner la taille des 
30 embryons. Si celle ci est comprise entre 1 et 1.2 mm, l'epi est recolte et les embryons 
seront aussitot preleves pour etre mis en transformation selon le protocole decrit par Ishida 
eta/.(1996). 
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b) Transformation et regeneration 

Le protocole de transformation decrit par Ishida et al. (1996) a ete choisi dans le 
cadre de cet exemple ; tous les milieux utilises sont references dans ce protocole. La 
transformation debute avec une phase de co-culture ou les embryons immatures des plantes 
de mai's sont mis en contact pendant au moins 5 minutes avec Agrobacterium tumefaciens 
LBA 4404 contenant les vecteurs superbinaires. Les embryons sont ensuite places sur 
milieu LSAs pendant 3 jours a l'obscurite et a 25°C. Une premiere selection est effectuee 
sur les cals transformes : les 'embryons-cals ; sont transferes sur milieu LSD5 contenant de 
la phosphinotricine a 5 mg/1 et de la cefotaxime a 250 mg/1 (elimination ou limitation de la 
contamination par Agrobacterium tumefaciens). Cette etape est menee 2 semaines a 
l'obscurite et a 25°C. La deuxieme etape de selection est realisee par transfert des 
embryons qui se sont developpes sur milieu LSD5, sur milieu LSD 10 (phosphinotricine a 
10 mg/1) en presence de cefotaxime, pendant 3 semaines dans les memes conditions que 
precedemment. La troisieme etape de selection consiste a exciser les cals de type I 
(fragments de 1 a 2 mm) et a les transferer 3 semaines a l'obscurite et a 25°C sur milieu 
LSD 1 0 en presence de cefotaxime. 

La regeneration des plantules est effectuee en excisant les cals de type I qui ont 
prolifere et en les transferant sur milieu LSZ en presence de phosphinotricine a 5 mg/1 et de 
cefotaxime pendant 2 semaines a 22°C et sous lumiere continue. 

Les plantules ayant regenere sont transferees sur milieu RM + G2 contenant 
100mg/l d'Augmentin pendant 2 semaines a 22°C et sous illumination continue pour 
l'etape de developpement. Les plantes obtenues sont alors transferees au phytotron en vue 
de leur acclimatation. 

De facon alternative on peut utiliser le protocole decrit dans la demande de brevet 
WO 98/32326pour transformer des embryons immatures de mai's. 

Exemple 3 : Selection des transformants qui ont inteere le transeene sur le genome 

d'interet (genome parental non apte a la transformation") 

a) selection des transformants monocopie et depourvus de sequence plasmidique 
indesirable 

Parmi les transformants primaires. sont done preferentiellement choisis ceux qui 
presentent une insertion monolocus ou monocopie sans sequence plasmidique indesirable. 
La technique Southern avec plusieurs enzymes de restriction et plusieurs sondes 
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appropriees (Southern, 1975) peut notamment etre utilisee pour identifier et caracteriser 
l'insertion dans le genome de la plante, permettant ainsi de differencier les evenements de 
transformation. Cette methodologie permet en effet de mettre en evidence des differences 
individuelles dans la taille des fragments de restriction obtenus avec une enzyme donnee et 
une sonde donnee, correspondant a des emplacements definis sur le genome. 

On peut utiliser, a titre d'exemple. le protocole decrit dans Sambrook et al. (1989). 
L'ADN genomique est extrait a partir de feuilles des transformants primaires suivant un 
protocole d'extraction au CTAB (Dean C. et al., 1992). Cet ADN est ensuite digere selon 
les techniques de biologie moleculaire bien connues, par une enzyme de restriction coupant 
au moins une fois a l'interieur de l'ADN-T. A 1'aide de sondes appropriees qui s'hybrident 
de part et d'autre du site de coupure. on peut ainsi caracteriser l'insertion des deux cotes 
internes -bordures droite et gauche - de l'ADN-T suivant la procedure adaptee. Pour une 
meme sonde et pour plusieurs individus, des differences observees dans la taille des bandes 
refletent des sites d'insertion differents. Les fragments d'ADN obtenus sont separes sur un 
gel d'agarose de 0.9 a 1% puis transferes sur une membrane Hybond N+ (Amersham). 
L'ADN du plasmide intermediate comprenant l'ADN-T porteur du gene d'interet et du 
marqueur de selection, est inclus dans l'analyse comme temoin. La membrane est hybridee 
avec des sondes homologues aux sequences du transgene etudie : 
-une sonde specifique du gene marqueur selectif, denommee SI. 
-une sonde specifique du gene d'interet, denommee S2. 

-deux sondes denornmees ex RB et ex LB (pour extra Right Border et extra Left Border) 
qui sont utilisees conjointement pour l'hybridation. Cette hybridation nous permet 
d'eliminer les plantes contenant des sequences extemes a l'ADN-T (extra-bordures). Une 
integration correcte suppose que seul l'ADN-T est insere dans le genome de 1'hote, sans 
sequence extrabordure. Les sequences des plasmides de base etant connues (pBIOS273 
derive de pSB12), les sondes ex RB et ex LB sont obtenues par amplification avec des 
oligonucleotides specifiques des regions plasmidiques extra-bordures du T-DNA, RB2 et 3 
pour ex RB, LB2 et 3 pour ex LB. 

SEQ IDN°1 Oligo RB2 : 5' ATCATCCTGTGACGGAACTTTG 3' 
SEQ ID N°2 Oligo RB3 : 5' AAGGGCGTGAAAAGGTTTATCC 3' 
SEQ ID N°3 Oligo LB2 : 5' GCTCGGCACAAAATCACCAC 3' 
SEQ ID N°4 Oligo LB3 : 5' CATAGTTCTCAAGATCGACAGC 3' 
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Les plantes retenues a Tissue de cette analyse moleculaire ne presentent pas de signal 
d'hybridation avec les sondes ex RB et ex LB, et presentent si possible une seule bande 
avec chacune des sondes SI et S2, traduisant une insertion simple monocopie (une copie 
du gene de selection et une copie du gene d'interet). Suivant la procedure adoptee, des 
differences dans la taille des bandes entre plantes seront le reflet d'insertions differentes et 
correspondant a des evenements de transformation differents. 

b) identification des sequences genomiques adjacentes a PADN-T insere 
Pour chaque transformant primaire qui s'est revele conforme au phenotype attendu 
et qui a ete selectionne suivant les criteres- monolocus ou monocopie et absence 
d'extrabordures- les sequences genomiques adjacentes a l'ADN-T peuvent etre isolees et 
identifiees par exemple via une methodologie basee sur la PCR. Le but etant d'identifier 
Torigine parentale du genome receveur du transgene (lignee d'interet ou lignee de 
transformation). Plusieurs techniques basees sur la PCR peuvent etre utilisees, par exemple 
le PCR walking (Devic et al., 1997); de preference, le kit commercial Universal 
Genome Walker de la societe Clontech peut etre utilise dans le cadre de cette invention. On 
peut suivre le protocole suivant, base sur la notice d'utilisation de ce kit : l'ADN des 
transformants primaires precedemment selectionnes est digere separement par 5 enzymes 
de restriction (enzymes qui generent des fragments d'ADN presentant des extremites 
franches) ; les enzymes utilisees peuvent etre celles preconisees par le fournisseur a site de 
restriction 6 paires de bases pb- Dral, Eco RV, PvuII, Seal et StuI ou d'autres enzymes 
specifiques de sites de restriction a 4 ou 5pb. Pour chaque echantillon, les fragments 
generes sont ensuite lies aux deux extremites a l'adaptateur Genome Walker fourni avec le 
kit. Chaque echantillon est ensuite separe en deux (echl et ech2) pour pouvoir determiner 
les sequences genomiques contigues aux deux bordures de l'ADN-T. La recuperation des 
regions genomiques flanquant les deux bordures de l'ADN-T permet non seulement de 
confirmer le resultat de l'integration mais egalement de faciliter 1'identification du parent 
receveur et de permettre une verification de la cartographie genetique si necessaire. 

Deux types d'oligonucleotides sont designes pour la mise en oeuvre des 
amplifications PCR successives : les oligos AP pour Adaptor Primer, fournis par le kit ; et 
les oligos GSP pour Gene-Specific Primer, dont le choix depend de la sequence du vecteur 
derive de pSB12 et des parametres definis dans la notice d'utilisation du kit. Parmi les 
oligonucleotides GSP pouvant etre utilises selon l'invention, on peut citer les 
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oligonucleotides identifies par le logiciel MacVector (version 6) a partir des 
caracteristiques decrites dans le Tableau ci-dessous. 
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Hon 






lull UJ 


position 
(pBIOS273) 




GSPLBl 


ID NO 5 


29 


71, 3 


3020 


58, 6 


GSPLB2 


ID NO 6 


29 


64, 9 


3081 


41, 4 


GSPLB3 


ID NO 7 


28 


70, 1 


3021 


57,1 


GSPLB4 


ID NO 8 


27 


70,1 


3018 


59,3 


GSPLB5 


ID NO 9 


27 


70,1 


3019 


59, 3 


GSPLB6 


ID NO 10 


27 


68, 7 


3022 


55, 6 


GSPLB7 


ID NO 11 


27 


63, 3 


3064 


40 , 7 


GSPLB8 


ID NO 12 


27 


63, 3 


3077 


40,7 


GSPLB9 


ID NO 13 


26 


68, 7 


3019 


57, 7 


GSPLB11 


ID NO 14 


26 


68,7 


3023 


57, 7 


GSPLBl 3 


ID NO 15 


26 


63, 0 


3078 


42,3 


GSPRB1 


ID NO 16 


29 


67, 5 


571 


48,3 


GSPRB2 


ID NO 17 


29 


67, 5 


592 


48,3 


GSPRB3 


ID NO 18 


29 


67,5 


655 


48,3 


GSPRB4 


ID NO 19 


29 


66, 2 


656 


44,8 


GSPRB5 


ID NO 2 0 


28 


67,4 


570 


50 


GSPRB6 


ID NO 21 


28 


66,1 


591 


46,4 


GSPRB7 


ID NO 22 


28 


66,1 


654 


46,4 


GSPRB8 


ID NO 23 


28 


66,1 


655 


46 , 4 


GSPRB9 


ID NO 24 


27 


67,4 


569 


51,9 


GSPRBIO 


ID NO 25 


27 


66, 0 


590 


48,1 


GSPRB11 


ID NO 26 


27 


70,1 


614 


59,3 


GSPRB12 


ID NO 27 


27 


64,6 


653 


44 ,4 


GSPRB13 


ID NO 28 


27 


64,6 


654 


44 ,4 


GSPRB14 


ID NO 2 9 


26 


65, 9 


568 


50 


GSPRB15 


ID NO 3 0 


26 


64,5 


589 


46,2 



Une premiere amplification PCR, utilisant par exemple les oligos de type GSPLB 
ou GSPRB selon qu'ils soient specifiques d'une sequence interne de l'ADN-T cote RB ou 
5 LB, est effectuee comme suit : 

-avec 1'oligo API specifique de l'adaptateur et l'oligo GSPRBx pour echantillonl, 
-avec l'oligo API et l'oligo GSPLBx pour echantillon2. 

Les produits d'amplification sont dilues puis soumis a une deuxieme amplification: 
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- avec l'oligo AP2 specifique de l'adaptateur et l'oligo GSPRBy pour echantillonl, 
-avec l'oligo AP2 et l'oligo GSPLBy pour echantillon2. 

Ces oligonucleotides GSP sont utilisables notamment pour tous les vecteurs derives de 
pBIOS273, dans lesquels seule la sequence du gene d'interet serait remplacee. 
Des sequences specifiques des genes inseres a l'interieur de l'ADN-T peuvent etre 
egalement utilisees. 

Les produits d' amplification PCR obtenus sont analyses sur gel et Ton choisit 
preferentiellement ceux qui sont superieurs a 200-300 pb. Ces produits d'amplification 
PCR - qui contiennent une partie de sequence connue (entre oligo GSP et bordure de 
l'ADN-T) et une partie de sequence genomique inconnue (entre oligo AP et bordure de 
l'ADN-T) sont ensuite clones par exemple dans le vecteur plasmidique pGEM-T 
(Promega) selon les recommandations du fournisseur puis sequences avec les 
oligonucleotides universels direct et reverse. Le cas echeant, des oligonucleotides internes 
pourront etre utilises pour completer les donnees. II est ainsi possible de generer des sondes 
'specifiques' de la sequence genomique de l'hote bordant l'ADN-T. 

c) Identification du genome parent receveur. 

Cette derniere etape conduisant a 1' identification, pour chaque transformant. du 
genome de la lignee parentale ayant integre l'ADN-T, peut notamment etre realisee selon 
le protocole suivant (Sambrook et al. 1989). Les bordures recuperees sont utilisees comme 
sondes et hybridees sur un transfert de gel d'electrophorese contenant 1'ADN digere 
separement par differentes enzymes de restriction des differents transformants et des deux 
lignees parentales. La mise en evidence d'un polymorphisme de la taille des fragments de 
restriction (RFLP) homologues a la sonde - et done au locus d'insertion - entre les lignees 
parentales, nous permet de definir le parent receveur par comparaison avec le profil du 
transformant, heterozygote pour l'insertion. Par l'expression 'heterozygote (hemizygote) 
pour finsertion', on entend que le transformant hybride porte l'ADN-T contenant le 
transgene sur un seul des deux chromosomes Une integration dans la lignee parentale 
d'interet se traduit done par un RFLP par rapport a la lignee d'interet et non par rapport a 
l'autre parent. Dans le cas d'une insertion simple dans la lignee d'interet, le profil du 
transformant primaire se caracterise par deux bandes : une bande de taille identique a celle 
du parent de transformation et une bande de taille differente de celle du parent d'interet. A 
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titre d'exemple la Figure 2 presente les profils attendus pour les parents et le transformant, 
dans le cas d'une insertion dans le chromosome de 1'un ou 1'autre des parents (2 cas). 

L' identification du parent receveur peut egalement etre obtenue selon une autre 
alternative, qui consiste a utiliser les donnees de sequencage des bordures genomiques de 
5 1'ADN-T obtenues en b) pour mettre en evidence des SNP (Single Nucleotide 
Polymorphism) entre les lignees parentales. Apres clonage dans pGEM-T de la sequence 
adjacente genomique recuperee et determination de la sequence complete, des 
oligonucleotides peuvent etre designes sur la sequence et utilises pour de nouvelles 
amplifications PCR sur les lignees parentales et le transformant. S'il existe un 

10 polymorphisme nucleotidique entre les deux parents pour la portion genomique ayant servi 
a designer les oligonucleotides, une insertion dans la lignee d'interet se traduira par une 
amplification pour la lignee d'interet et le transformant et pas d' amplification pour 1'autre 
parent. Si par contre, aucun polymorphisme n'est detecte (amplification d'un meme 
fragment chez les deux lignees parentales, dans le cas d'un fragment genomique conserve), 

15 le sequencage desdits fragments amplifies chez les lignees parentales sera necessaire. 
L'analyse comparative avec les sequences adjacentes genomiques du transformant, 
identifiees et sequencers en b), determinera alors le parent receveur du transgene. Selon 
l'une ou 1'autre methode, il sera possible de differencier les lignees pseudo-isogeniques 
obtenues par les precedes decrits dans 1'art anterieur des lignees isotransgeniques vraies 

20 obtenues selon 1' invention. 

Exemple 4 : Retrocroisements avec le parent d'interet et selection des individus 
iusqu'a l'obtention de lignees isotrangeniques. 

Les etapes precedentes ont permis de selectionner des transformants qui ont integre 
le transgene dans le genome d'interet; par ailleurs lesdits transformants contiennent 50% en 
25 genome parent de transformation et 50% en genome d'interet. 

Preferentiellement, la selection des plantes issues des retrocroisements avec la 
lignee parentale d'interet, est assistee par marqueurs selon les methodes connues, 
notamment celle decrite par Ragot et al. (1995). 

A titre comparatif et demonstratif des avantages de la selection des transformants 
30 primaires selon 1' invention, sera decrit en preambule le cas d'un processus de selection 
apres insertion du transgene dans le genome de type Al 88. 
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Cas d'une insertion sur un chromosome de type A188 (pas de selection des 
transformants primaires) 

Classiquement, la recombinaison genetique souhaitee est selectionnee d'un cote du 
gene a une generation de retrocroisement et de 1' autre cote a la generation suivante. La 
5 taille du genome du mai's etant estimee a 2000 centimorgans (cM), les evenements de 
recombinaisons a selectionner lors des deux premiers retrocroisements (BC1 et BC2), pour 
ne transferer que l/1000 ieme du genome non-elite lie au transgene, devront se situer a lcM 
de part et d'autre de l'insertion, respectivement. 

La selection des evenements de recombinaison assistee par des marqueurs 

10 predefinis (proches du transgene) est effectuee en BC1 et BC2 sur un nombre de plantes 
calcule comme suit : le nombre N de plantes a tester pour obtenir 1 plante recombinee a 
lcM avec une probability de 95%, est N= (log0,05) / (log( 1-0,01)) -300 plantes, selon la 
loi de probability bien connue. Sachant qu'une seule plante recombinee est obtenue a 
Tissue de ces 2 retrocroisements, il parait difficile d'appliquer de surcroit une selection 

15 pour un ratio genome d'interet optimal. Les ratios genome d'interet attendus en BC1 et 
BC2 sont en moyenne de 75% et 87,5% respectivement. Une pression de selection sur 
l'ensemble du genome ne pourra veritablement etre appliquee qu'en BC3, avec une 
centaine de marqueurs repartis sur l'ensemble du genome de mai's (banque de donnee de 
l'Universite du Missouri). 

20 La reconversion en genome d'interet, pour ce cas particulier, necessite d'effectuer 

les etapes de retrocroisements sur un grand nombre de plantes (selection d' evenements 
rares sur le chromosome porteur) et d'attendre au moins le 3e backcross pour exercer la 
seconde pression de selection, sur l'ensemble du genome. Enfin, les plantes obtenues in 
fine restent au mieux pseudo-isogeniques (fardeau genetique potentiel). 



Backcross 


Selection evenement recombinaison au site 
d' insertion du transgene 


Caracterisation de l'ensemble genome pour le 
genotype d'interet 




Nb plantes testees 


Plante avec bonne 
recombinaison 


Nb marqueurs a tester 
sur genome 
heterozygote residuel 


% genome d'interet 


BC1 


300 


1 


100 


75 


BC2 


300 


1 


50 


87,5 


BC3 


100 




25 


96,8 


BC4 


100 




7 


99,2 
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Nb total tests : (300xl)+100+(300xl)+50-K100x25)+(IOOx7)=3950 tests, pour sdlecti nner 1 plante qui soit 
pseudoisogenique au site du transgene (pone 1/1000 du genome A188 lie au transgene soit en moyenne 50 a 
80 genes, le genome de mai's possedant en moyenne 50000 a 80000 genes) et fixee a plus de 99% en 
genome d'intlret en BC4. 

Cas d'une insertion sur un chromosome de la lignee parentale d'interet (selection 
selon F invention du transform ant primaire correspondant. avant retrocroisements 
avec le parent d'interetV 

Selon les orientations choisies en fonction des priorites accordees a la 
biotechnologie, et/ou la production/rendement et/ou la selection, plusieurs schemas de 
selection sont possibles, integrant le cas echeant une preselection sur le chromosome 
receveur de l'insertion. Contrairement au cas d'une insertion dans un genome de type 
A 188, on selectionnera ici des evenements de recombinaison situes loin du transgene ou 
aucune recombinaison sur le chromosome receveur du transgene. 
A titre d'exemples, on peut citer les options suivantes. 



Option 1 : Pas de selection au site d'integration du transgene ; selection ratio 
genome d'interet des BC 1 . 



Backcross 


Selection evenement recombinaison au site 
d'insertion du transgene 


Caracterisation de 1' ensemble genome pour le 
genotype d'interet 




Nb plantes testes 


Plante avec bonne 
recombinaison 


Nb marqueurs 


% genome d'interet 


BCl 


100 




100 


87,5 


BC2 


100 




25 


« 100 


BC3 


100 




7 


* 100 



Nb total tests : (100xl00)+(100x25)+(100x7)=13200 tests, pour selectionner 1 plante isogenique vraie au 
site du transgene et fixee a * 100% en genome d'interet en BC3 (gain de un retrocroisement). 



Option 2 : Selection en BCl de 1'individu ayant le chromosome porteur du 
transgene qui soit entierement de type lignee d'interet ; selection en BC3 pour le ratio 
genome d'interet. 

Connaissant le chromosome sur lequel est insere l'ADN-T (cartographie), il est 
possible de selectionner en BCl, a l'aide de 10 marqueurs repartis sur ce chromosome, une 
plante pour laquelle l'integrite du chromosome receveur d'interet est conservee (aucun 
evenement de recombinaison). Sachant que les chromosomes font une longueur moyenne 
de 200cM, la probability d'avoir une plante sans evenement de recombinaison est 
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P=<0,99) ~0,14. Le nombre N de plantes a tester avec une probability de 95% de l'obtenir 
est N= (log0,05) / (log(l-0.14)) -20. 

La plante ainsi selectionnee sera backcrossee avec le parent d'interet jusqu'a la 
reconversion totale (100%) en genome d'interet sur l'ensemble du genome. 



Backcross 


Selection de l'integrite genome elite sur le 
chromosome porteur du transgene, 
(10 marqueurs) 


Caracterisation de l'ensemble genome pour le 
genotype d'interet 




Nb plantes testees 


Plante avec 
chromosome elite 


Nb marqueurs 


% genome d'interet 


BCI 


20 


1 




75 


BC2 


100 






87,5 


BC3 


100 




25 


= 100 


BC4 


100 




7 


* 100 



5 Nb total tests : (20xl0)+(100x25)+(100x7)=3400 tests pour selectionner 1 plante isogenique vraie au site 
du transgene et fixee a * 100% en genome d'interet des BC3. 

Selon les schemas, on recherchera une reduction du nombre de backcross (rapidite 
de production) ou une reduction du nombre de plantes a utiliser pour les retrocroisements, 
en plus de l'isogenie obtenue de fait selon le precede de 1' invention. 

10 Exemple 5 : Production d'hvbrides commerciaux 

Selon les techniques connues de rhomme de metier et ses connaissances en matiere 
de floraison pour chaque lignee elite parentale (Gallais A. et al., 1983), il est possible de 
croiser lesdites lignees isotransgeniques obtenues a l'exemple 4, en vue d'obtenir des 
hybrides commerciaux. 

15 Exemple 6 : Determination du genome d'insertion du transgene 

13 evenements ont ete obtenus apres transformation d'embryons hybrides selon le 
protocole decrit precedemment a l'exemple 2. Ces evenements ont ensuite ete analyses par 
Southern, pour determiner le nombre de copies du transgene integre, comme decrit 
precedemment a l'exemple 3 (a). 3 de ces evenements se sont averes etre monocopie. 

20 Le transformant 152-2E, choisi pour la recuperation des bordures genomiques 

decrite ci-dessous, a ete obtenu apres transformation avec le plasmide superbinaire 
recombinant pRec 290 issu de pBIOS 290, derive de pBIOS 273 par l'integration au site 
Xhol d'une cassette « Pro HMWG-Phytl-Nos 3' - Pro HMWG-Phytll-Nos 3' ». Ladite 
cassette est obtenue selon les techniques de clonage classiques, a partir de la sequence Pro 

25 HMWG de ble (Roberts et al The Plant Cell. 1 :569-578, 1989), des sequences 
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nucleotidiques Phytl (N° d'acces EMBL, GenBank : AJ223470) et Phytll (N° d'acces 
EMBL, GenBank : AJ223471), et de la sequence Nos3' (Depicker et al., Mol. Gen. Genet. 
235 (2-3) : 389-396, 1992) et des enzymes de restriction appropriees. 

La recuperation des bordures genomiques a ete realisee du cote bordure droite (RB) 
5 par la technique de PCR ancree en utilisant le kit Genome Walker (Clontech laboratories 
inc.,Palo Alto, California). Comme decrit a l'exemple 3 (b), 1' identification des sequences 
genomiques adjacentes a l'ADN-T insere comprend les etapes suivantes : 

Le couple ^oligonucleotides GSPRB3/AP1 a permis de realiser la premiere PCR 
sur de l'ADN du transformant 152- IE digere a EcoRV. Le produit de cette amplification a 
10 ensuite ete soumis a une deuxieme PCR avec le couple d'oligonucleotides GSPRB9/AP2. 

Les caracteristiques des oligonucleotides GSPRB3 et GSPRB9 sont decrites dans le 
tableau de l'exemple 3 et correspondent aux sequences ID NO 18 et ID NO 24 en annexe. 

Les oligonucleotides API et AP2 sont ceux fournis dans le kit Genome Walker et 
les conditions de PCR sont celles preconisees par le fabricant Clontech. Le fragment 
15 bordure de 380 pb obtenu a cette derniere etape a ete clone dans le vecteur pGEMT 
(Promega corporation, Madison, Wisconsin), pour etre amplifie et utilise comme sonde. 

L'identification du genome receveur decrit a l'exemple 3 (c), a partir du fragment 
bordure recupere, consiste a hybrider ce fragment sonde sur un transfert de gel 
d'electrophorese contenant l'ADN du transformant 152-2E digere avec EcoRV ainsi que 
20 l'ADN des 2 lignees parentales de 1'hybride (Al 88 et L2) et celui de 6 autres transformants. 

Le resultat de 1'hybridation est represente sur la figure 3 : sur cette autoradiographic 
on visualise de l'ADN correspondant a 7 transformants differents, sachant qu'il y a de 1 a 3 
plantes par transformant. 

L'hybridation avec la sonde bordure met en evidence 1 bande specifique au 
25 genotype A188 (1.7Kb) et 1 specifique de la lignee elite L2 (2.5 Kb). On retrouve ces 2 
bandes chez tous les transformants (prouvant bien qu'ils sont issus de 1'hybride) sauf pour 
l'evenement tl52-lE, qui lui presente une bande plus basse a 0.8 Kb environ. On en deduit 
que le transgene s'est insere dans le fragment attendu EcoRV de 1.7 Kb du genome de la 
lignee A 188. 

30 Cette experience confirme done la possibility d' identifier, selon le protocole decrit, 

le genome d'insertion de l'ADN-T dans le cas de transformant produit par la technique de 
transformation d'hybride, genome A 188 dans ce cas precis. 
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Selon le meme protocole, il est egalement possible d'obtenir des transformants pour 
lesquels l'insertion de I'ADN-T s'effectue dans le genome elite, avec une probability de 1 
transformant sur 2 en moyenne. 

Dans le cas ou le genome du parent elite est identifie comme le genome receveur de 
l'insertion de l'ADN-T, des retrocroisements peuvent etre realises avec le parent d'interet 
et testes en selection jusqu'a l'obtention de lignees isotransgeniques, comme decrit 
precedemment a l'exemple 4. 
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REVEN i 1CATIONS 

1- Procede d'obtention de lignees isotransgeniques de plantes, comprenant les 
etapes suivantes de : 

5 a) transformation des cellules vegetales d'un hybride de plante constitue par 

le croisement de deux lignees parentales. une lignee d'interet et une lignee 
apte a la transformation, avec un vecteur porteur d'un ADN-T contenant un 
transgene; 

b) selection des transformants primaires hybrides ayant integre ledit ADN-T 
10 uniquement, dans le genome de la lignee d'interet ; 

c) retrocroisements avec la lignee parentale d'interet desdits transformants 
primaires selectionnes en b), et selection des individus issus de ces 
retrocroisements jusqu'a 1'obtention de lignees isotransgeniques. 

2- Procede selon la revendication 1. caracterise en ce que l'etape de selection des 
15 transformants primaires hybrides consiste a identifier les sequences genomiques adjacentes 

a 1'ADN-T insere pour determiner le genome parent receveur dudit ADN-T. 

3- Procede selon la revendication 2, dans lequel la determination du genome parent 
receveur dudit ADN-T a partir desdites sequences genomiques adjacentes a I' ADN-T se 
fait selon une technique de RFLP ou une methode de sequencage. 

20 4- Procede selon Tune des revendicatic' 1 : 1 a 3, dans lequel sont selectionnes des le 

premier retrocroisement en c) les individus do.>t le chromosome receveur de l'ADN-T a 
conserve un genotype entierement de type lignee d'interet et qui ont un ratio genome 
d'interet sur l'ensemble du genome d'au moins 75%. 

5- Procede selon l'une des revendications precedentes, caracterise en ce qu'il 
25 comprend une etape ulterieure de croisement entxe la lignee isotransgenique selon 

l'invention et une autre lignee d'interet, notamment une autre lignee isotransgenique 
contenant un autre transgene, pour 1'obtention d'une lignee hybride. 

6- Procede selon l'une des revendications precedentes, caracterise en ce que les 
cellules vegetales proviennent d'une espece de grande culture choisie parmi le mals. ble, 

30 colza, tournesol, pois, soja, orge ou d'une espece potagere ou florale. 
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7- Precede selon 1'une des revendications precedentes, caracterise en ce que l'ADN- 
T comprend notamment une sequence nucleotidique codant pour une proteine conferant 
des proprietes agronomiques et/ou de resistance aux maladies. 

8- Precede selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce que les 
5 lignees isotransgeniques obtenues sont des lignees elites commerciales. 

9- Utilisation du precede selon 1'une des revendications 1 a 8, caracterisee en ce 
qu'elle permet 1'introgression de plusieurs caracteres transgeniques dans une plante sans 
addition de fragments lies au transgene pouvant faire 1'objet d'un fardeau genetique. 

10- Precede permettant de cibler le genome parent receveur d'un ADN-T apres 
10 transformation d'un hybride, comprenant 1' identification des sequences genomiques 

adjacentes a l'ADN-T insere. 

11- Plantes ou parties de plantes, notamment semences transgeniques obtenues 
selon P invention, a 1'une ou 1' autre des etapes decrites dans les revendications 1 ou 5. 

12- Lignees isotransgeniques vraies obtenues a partir de transformants hybrides 
15 selon 1'une des revendications 1 a 7, caracterisees en ce qu'elles sont fixees en genotype 

lignee d'interet pur sur l'ensemble du genome et ont integre de fa9on stable l'ADN-T 
contenant le transgene. 

13- Hybrides commerciaux produits selon le precede decrit a la revendication 5. 
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LISTE DE SEQUENCES 

<110> RHOBIO 

<120> Procede d'obtention de lignees isotransgeniques 

<130> 

<140> 
<141> 

<160> 30 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 22 
<212> ADN 

<213> synthetic construct 
<400> 1 

atcatcctgt gacggaactt tg 22 

<210> 2 
<211> 22 
<212> ADN 

<213> synthetic construct 



<210> 3 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> synthetic construct 
<400> 3 

gctcggcaca aaatcaccac 20 

<210> 4 
<211> 22 
<212> ADN 

<213> synthetic construct 



<210> 5 
<211> 29 
<212> ADN 

<213> synthetic construct 
<400> 5 

gcaggcatgc aagcttcagc tgctcgatc 29 

<210> 6 
<211> 28 
<212> ADN 

<213> synthetic construct 



<400> 2 

atcatcctgt gacggaactt tg 



22 



<400> 4 

catagttctc aagatcgaca gc 



22 



<400> 6 

ccgcaatgtg ttattaagtt gtctaagc 



28 



<210> 7 
<211> 28 
<212> ADN 
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<213> synthetic construct 
<400> 7 

caggcatgca agcttcagct gctcgatc 28 

<210> 8 
<211> 27 
<212> ADN 

<213> synthetic construct 
<400> 8 

ctgcaggcat gcaagcttca gctgctc 27 

<210> 9 
<211> 27 
<212> ADN 

<213> synthetic construct 
<400> 9 

tgcaggcatg caagcttcag ctgctcg 27 

<210> 10 
<211> 27 
<212> ADN 

<213> synthetic construct 
<400> 10 

aggcatgcaa gcttcagctg crcgatc 27 

<210> 11 
<211> 27 
<212> ADN 

<213> synthetic construct 
<400> II 

cagtacacta aaaacgtccg caatgtg 27 

<210> 12 
<211> 27 
<212> ADN 

<213> synthetic construct 
<400> 12 

acgtccgcaa tgtgttatta agttgtc 27 

<210> 13 
<211> 26' 
<212> ADN 

<213> synthetic construct 
<400> 13 

tgcaggcatg caagcttcag ctgctc 26 

<210> 14 
<211> 26 
<212> ADN 

<213> synthetic construct 
<400> 14 

ggcatgcaag cttcagctgc tcgatc 26 

<210> 15 
<211> 26 
<212> ADN 

<213> synthetic construct 
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<400> 15 

cgtccgcaat gtgttattaa gttgtc 26 

<210> 16 
<211> 29 
<212> ADN 

<213> synthetic construct 
<400> 16 

atgatcagat tgtcgtttcc cgccttcag 29 

<210> 17 
<211> 29 
<212> ADN 

<213> synthetic construct 
<400> 17 

gactccctta attctccgct catgatcag 29 

<210> 18 
<211> 29 
<212> ADN 

<213> synthetic construct 
<400> 18 

gcggttctgt cagttccaaa cgtaaaacg 29 

<210> 19 
<211> 29 
<212> ADN 

<213> synthetic construct 
<400> 19 

tgcggttctg tcagttccaa acgtaaaac 29 

<210> 20 
<211> 28 
<212> ADN 

<213> synthetic construct 
<400> 20 

tgatcagatt gtcgtttccc gccttcag 28 



<210> 21 
<211> 28 
<212> ADN 

<213> synthetic construct 
<400> 21 

actcccttaa ttctccgctc atgatcag 28 

<210> 22 
<211> 28 
<212> ADN 

<213> synthetic construct 
<400> 22 

cggttctgtc agttccaaac gtaaaacg 28 

<210> 23 
<211> 28 
<212> ADN 

<213> synthetic construct 



<400> 23 
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gcggttctgt cagttccaaa cgtaaaac 



28 



<210> 24 
<211> 27 
<212> ADN 

<213> synthetic construct 
<400> 24 

gatcagattg tcgtttcccg ccttcag 27 

<210> 25 
<211> 27 
<212> ADN 

<213> synthetic construct 



<210> 26 
<211> 27 
<212> ADN 

<213> synthetic construct 
<400> 26 

tcatcggcgg gggtcataac gtgactc 27 

<210> 27 
<211> 27 
<212> ADN 

<213> synthetic construct 



<210> 28 
<211> 27 
<212> ADN 

<213> synthetic construct 
<400> 28 

cggrtctgtc agttccaaac gtaaaac 27 

<210> 29 
<211> 26 
<212> ADN 

<213> synthetic . construct 



<400> 25 

ctcccttaat tctccgctca tgatcag 



27 



<400> 27 

ggttctgtca gttccaaacg taaaacg 



27 



<400> 29 

atcagattgt cgtttcccgc cttcag 



26 



<210> 30 
<211> 26 
<212> ADN 



<213> synthetic construct 



<400> 30 

tcccttaatt ctccgctcat gatcag 



26 
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LISTE DE SEQUENCES 
<110> RHOBIO 

<120> Procede d'obtention de lignees isotransgeniques 
<130> 

<140> 
<141> 

<160> 30 

<170> Patencln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 22 
<212> ADN 

<213> synthetic construct 
<400> 1 

atcatcctgt gacggaactt tg 

<210> 2 
<211> 22 
<212> ADN 

<213> synthetic construct 



<400> 2 

atcatcctgt gacggaactt tg 

<210> 3 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> synthetic construct 
<400> 3 

gctcggcaca aaatcaccac 

<210> 4 
<211> 22 
<212> ADN 

<213> synthetic construct 
<400> 4 

catagttctc aagatcgaca gc 

<210> 5 
<211> 29 
<212> ADN 

<213> synthetic construct 
<400> 5 

gcaggcatgc aagcttcagc tgctcgatc 

<210> 6 
<211> 28 
<212> ADN 

<213> synthetic construct 
<400> 6 

ccgcaatgtg ttattaagtt gtctaagc 



<210> 7 
<211> 28 
<212> ADN 
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<213> synthetic construct 
<400> 7 

caggcatgca agcttcagct gctcgatc 28 

<210> 8 
<211> 27 
<212> ADN 

<213> synthetic construct 
<400> 8 

ctgcaggcat gcaagcttca gctgctc 27 

<210> 9 
<211> 27 
<212> ADN 

<213> synthetic construct 
<400> 9 

tgcaggcatg caagcttcag ctgctcg 27 

<210> 10 
<211> 27 
<212> ADN 

<213> synthetic construct 
<400> 10 

aggcatgcaa gcttcagctg ctcgatc 27 

<210> 11 
<211> 27 
<212> ADN 

<213> synthetic construct 
<400> 11 

cagtacatta aaaacgtccg caatgtg 27 

<210> 12 
<211> 27 
<212> ADN 

<213> synthetic construct 
<400> 12 

acgtccgcaa tgtgttatta agttgtc 27 

<210> 13 
<211> 26 
<212> ADN 

<213> synthetic construct 
<400> 13 

tgcaggcatg caagcttcag ctgctc 26 

<210> 14 
<211> 26 
<212> ADN 

<213> synthetic construct 
<400> 14 

ggcatgcaag cttcagctgc tcgatc 26 

<210> 15 
<211> 26 
<212> ADN 

<213> synthetic construct 
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# 



<400> 15 

cgtccgcaat gtgttattaa gttgtc 26 

<210> 16 
<211> 29 
<212> ADN 

<213> synthetic construct 
<400> 16 

atgatcagat tgtcgtttcc cgccttcag 29 

<210> 17 
<211> 29 
<212> ADN 

<213> synthetic construct 
<400> 17 

gactccctta attctccgct catgatcag 29 

<210> 18 
<211> 29 
<212> ADN 

<213> synthetic construct 
<400> 18 

gcggttctgt cagttccaaa cgtaaaacg 29 

<210> 19 
<211> 29 
<212> ADN 

<213> synthetic construct 
<400> 19 

tgcggttctg tcagttccaa acgtaaaac 29 

<210> 20 
<211> 28 
<212> ADN 

<213> synthetic construct 
<400> 20 

tgatcagatt gtcgtttccc gccttcag 28 



<210> 21 
<211> 28 
<212> ADN 

<213> synthetic construct 
<400> 21 

actcccttaa ttctccgctc atgatcag 28 

<210> 22 
<211> 28 
<212> ADN 

<213> synthetic construct 
<400> 22 

cggttctgtc agttccaaac gtaaaacg 28 

<210> 23 

<211> 28 

<212> ADN 

<213> synthetic construct 



<400> 23 
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gcggttctgt cagttccaaa cgtaaaac 28 

<210> 24 
<211> 27 
<212> ADN 

<213> synthetic construct 

<400> 24 x 

gatcagattg tcgtttcccg ccttcag * 27 

<210> 25 
<211> 27 
<212> ADN 

<213> synthetic construct 
<400> 25 

ctcccttaat tctccgctca tgatcag 27 

<210> 26 
<211> 27 
<212> ADN 

<213> synthetic construct 
<400> 26 

tcatcggcgg gggtcataac gtgactc 27 

<210> 27 
<211> 27 
<212> ADN 

<213> synthetic construct 
<400> 27 

ggttctgtca gttccaaacg taaaacg 27 

<210> 28 
<211> 27 
<212> ADN 

<213> synthetic construct 
<400> 28 

cggttctgtc agttccaaac gtaaaac 27 

<210> 29 
<211> 26 
<212> ADN 

<213> synthetic construct 
<400> 29 

atcagattgt cgtttcccgc cttcag 26 

<210> 30 
<211> 26 
<212> ADN 

<213> synthetic construct 



<400> 30 

tcccttaatt ctccgctcat gatcag 



26 
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Procede d'obtention de lignees isotransgeniques 



5 L' invention conceme un procede d'obtention de lignees isotransgeniques 

caracterise en ce qu'il comprend une etape permettant de cibler le genome receveur d'un 
ADN-T apres transformation d'un hybride, ainsi que les hybrides commerciaux produits a 
partir de ces lignees isotransgeniques. 

Par l'expression iignees isotransgeniques', on entend des lignees transgeniques 

10 isogeniques, l'isogenie etant definie par l'etat d'un genotype ne different d'un autre que par 
un tres petit nombre de genes (1 ou 2). souvent obtenu par retrocroisement. Les lignees 
isotransgeniques selon l'invention sont caracterisees en ce qu'elles sont fixees en genotype 
pur 'lignee d'interet' sur l'ensemble du genome et ont integre de facon stable l'ADN-T 
contenant le transgene. Elles ont la particularite d'etre exemptes de tout fragment 

15 provenant de la lignee de transformation et pouvant consumer un fardeau genetique pour 
les etapes ulterieures de selection. 

Par 'ADN-T' ou ADN de transfert, on entend le fragment d'ADN contenant le gene 
d'interet et les sequences permettant son expression, qui est transfere et integre dans le 
genome de l'hote au cours de la transformation. 

20 On distinguera dans le cadre de l'invention deux types de lignees : les lignees de 

transformation ou aptes a la transformation, de type A188 par exemple ; et les lignees non 
aptes a la transformation, nominees ci-apres lignees d'interet ou lignees agronomiques. Par 
'lignees elites', on designera des lignees agronomiques presentant un potentiel commercial 
important a une periode donnee. Les lignees elites presentent des proprietes agronomiques 

25 liees a l'expression de traits de caractere phenotypique relatifs notamment a leur croissance 
vegetative et au rendement, ces proprietes agronomiques etant des caracteristiques 
techniques marquant leur potentiel commercial, c'est a dire leur aptitude a etre employees 
dans des programmes de selection varietale pour la mise sur le rnarche de lignees 
commerciales. 

30 Le developpement d'hybrides commerciaux implique generalement plusieurs etapes 

: (1) developpement de lignees pures homozygotes parentales, a panir de materiel 
genetique selectionne sur ses potentialites ; (2) croisement de ces lignees pour l'obtention 
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d'hybrides et (3) evaluation du potentiel commercial de ces hybrides, en fonction des traits 
de caracteres phenorypiques acquis et de leur vigueur hybride ou heterosis (croissance 
vegetative et rendement). Ce potentiel commercial est d'autant plus grand que les lignees 
parentales appartiennent a des groupes heterotiques varies et possedent des caracteristiques 
5 interessantes. D'ou Timportance accordee a la Recherche et au Developpement de lignees 
parentales ameliorees, notamment par transgenese. 

Cependant, les techniques de transformation de plantes developpees jusqu'ici, ne 
permettent pas aujourd'hui de transformer directement et efficacement la grande majorite 
des lignees agronomiques, dont les lignees elites, qui sont recalcitrantes ou non aptes a la 
10 transformation (efficacite nulle ou de l'ordre de 1/10 a 1/100), notamment chez le mais. 

De nombreux travaux ont done porte d'une part, sur l'amelioration des conditions 
de culture in vitro pour les etapes de transformation et regeneration et d' autre part, sur la 
recherche d'un materiel vegetal de depart presentant une bonne efficacite de 
transformation. 

15 Une meilleure connaissance des facteurs environnementaux a ainsi permis 

d'optimiser les conditions de culture in vitro (transformation et regeneration) pour une 
adaptation a un plus grand nombre de genotypes ; mais ces ameliorations ne suffisent pas a 
surmonter la recalcitrance de certains genotypes, notamment ceux d'interet agronomique 
(Armstrong et al., 1992). 

20 Le choix d'un autre materiel vegetal que les lignees pures, souvent recalcitrantes a 

la transformation, a done ete propose pour la mise au point de precedes, notamment chez le 
mais : 

1) transformation d'une lignee donneuse apte a la transformation de type A188 
(Armstrong et al., 1985) suivie de retrocroisements successifs avec des lignees pures 

25 receveuses non aptes a la transformation, pour obtenir une lignee 'isotransgenique' (au 
moins 5 a 6 retrocroisements necessaires, si Ton veut atteindre Tisogenie parfaite). Dans la 
pratique, les lignees resultantes de ces retrocroisements sont au mieux 'pseudo- 
isogeniques', car un fragment du genome de la lignee donneuse est irremediablement lie au 
transgene. Selon sa taille et sa nature, fonction des processus de recombinaison et/ou de la 

30 disponibilite limitee de marqueur moleculaire pour faire le tri, ledit fragment peut 
constituer un fardeau genetique genant pour les etapes de selection ulterieures ; de plus, les 
phenomenes de recombinaison qui permettraient de reduire ce fardeau sont des evenements 
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rares, la recombinaison entre sequences homeologues etant moins efficace qu'entre 
sequences homologues, rendant obsoletes les gros efforts de retrocroisements. II y a done 
un risque important de generer des effets genetiques negatifs dans le produit hybride final, 
via l'utilisation de materiel de depart de type A188 apte a la transformation. 

2) transformation directe d'un hybride 'lignee de transformation x lignee d'interet 
agronomique' (Ishida et al., 1996). Celui-ci, associant les aptitudes a la transformation / 
regeneration et les caracteristiques agronomiques de chacune des lignees parentales, peut 
apparaitre comme un materiel vegetal de depart plus favorable a la production d'hybrides 
commerciaux in fine. Mais les resultats obtenus par Ishida et al. (1996) montrent que 
1' efficacite de transformation de I'hybride est bien plus faible que celle obtenue pour la 
lignee de genotype A 188. Par ailleurs, les risques de fardeau genetique dans le produit final 
ne sont pas evites, puisque le transgene peut s'integrer sur l'un ou l'autre des chromosomes 
de I'hybride (e'est-a-dire sur le chromosome lignee donneuse de type A188 dans 50% des 
cas). 

La demande internationale WO 98/32326 (Pioneer) propose de jouer sur les deux 
parametres- conditions de culture in vitro et materiel vegetal- pour ameliorer l'efficacite de 
transformation d'une part, et rendre d'autre part le procede de base decrit par Ishida et al. 
(1996) applicable a d'autres lignees que A188. Cette equipe mentionne une efficacite de 
transformation meilleure que celle obtenue avec le protocole de base, mais cette efficacite 
reste encore faible dans le cas des lignees non aptes a la transformation. 

On ne disposait done pas a ce jour de procede global ni de materiel vegetal pour 
l'obtention de lignees 'isotransgeniques' vraies, integrant a la fois les besoins en haute 
frequence, de. transformation (excluant l'utilisation. de lignees pures non. aptes a la 
transformation) et la necessite d'avoir une isogenie vraie pour les lignees transgeniques 
produites (indiquant au contraire l'utilisation de ces lignees pures, pour eviter tout fardeau 
genetique provenant de la lignee de transformation). 

La presente invention permet d'apporter une solution originale a ce probleme en 
mettant au point un nouveau procede d'obtention de lignees isotransgeniques integrant une 
etape qui permet de cibler le genome receveur de l'ADN-T. Ce procede, base sur la 
transformation d' hybride, est en fait caracterise par une etape de selection des 
transformants primaires qui ont integre uniquement l'ADN-T dans le genome de type non 
apte a la transformation (a priori 50% des transformants). Ces transformants selectionnes 
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conduiront a la creation de lignees isotransgeniques apres retrocroisements desdits 
transformants avec la lignee d'interet agronomique parentale. 

Cette etape de selection des transformants ayant integre le transgene dans le 
genome de type non apte a la transformation n'avait jamais ete suggeree ni decrite dans 
5 l'art anterieur. Elle est avantageuse en ce qu'elle permet d'obtenir in fine une lignee 
isotransgenique 'vraie', c'est-a-dire exempte de tout fragment provenant de la lignee apte a 
la transformation, tout en gardant un niveau d'efficacite de transformation acceptable. De 
plus, elle permet d'ameliorer la rapidite du transfert du gene d'interet dans un genome pur, 
en diminuant le nombre de retrocroisements necessaires. 
10 Le procede selon 1'invention, integrant cette etape de selection des transformants 

primaires, permet de mieux repondre aux exigences industrielles, en matiere de rapidite et 
efficacite, que ne le faisaient les precedes decrits jusqu'a lors. 

De plus, ce procede presente un grand interet, notamment lorsque la lignee d'interet 
entre dans de nombreuses formules hybrides ou lorsqu'il s'agit de lignees dominant un 
15 marche important. II permet la production de plantes transgeniques pouvant exprimer, a 
titre d'exemples, un ARN antisens, un ribozyme ou une proteine d'interet lui conferant une 
resistance aux maladies/pathogenes et/ou une qualite agronomique ou nutritionnelle 
amelioree (acides amines, huile, amidon...). 

L' utilisation de ce procede permet egalement de varier les sources genetiques des 
20 lignees de grands groupes heterotiques, utilisees comme lignees parentales pour la 
production d'hybrides commerciaux. Elle rend egalement possible l'empilement de 
plusieurs caracteres transgeniques dans les lignees agronomiques sans addition de 
fragments provenant de la lignee de transformation, et pouvant faire l'objet d'un fardeau 
genetique. Cette perspective interesse notamment la diversification des sources genetiques 
25 pour la production d'hybrides commerciaux ayant conserve une bonne vigueur hybride, 
voire meme amelioree. 

Selon un premier mode de realisation, le procede d'obtention de lignees 
isotransgeniques de plantes selon 1' invention comprend les etapes suivantes de : 

a) transformation des cellules vegetales d'un hybride de plante constitue 

30 par le croisement de deux lignees parentales, une lignee d'interet et une lignee 

apte a la transformation, avec un vecteur porteur d'un ADN-T contenant un 
transgene; 
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b) selection des transformants primaires hybrides ayant integre ledit ADN- 
T uniquement, dans le genome de la lignee d'interet ; 

c) retrocroisements avec la lignee parentale d'interet desdits transformants 
primaires selectionnes en b), et selection des individus issus de ces 

5 retrocroisements jusqu'a I'obtention de lignees isotransgeniques. 

De preference, parmi les transformants primaires hybrides, sont prealablement 
choisis ceux qui presentent une insertion monolocus ou monocopie de 1'ADN-T, c'est-a- 
dire ayant integre de preference une copie du transgene (monocopie) ou eventuellement 
plusieurs copies en tandem, au meme locus chromosomique. Les individus monocopies 
10 sont notamment preferes en ce qu'ils ne sont pas affectes par le phenomene d'extinction de 
genes, connu pour les insertions multicopies et qu'ils permettent un suivi simplifie du 
transgene. Par 1'expression 'insertion sans sequence extrabordure', on entend des 
transformants qui ont integre uniquement l'ADN-T contenant le transgene, sans le transfert 
de sequences plasmidiques exterieures a l'ADN-T, nominees extrabordures. 

15 La selection des transformants monolocus, monocopie de preference, et depourvus 

de sequence extrabordure, peut notamment etre realisee par la technique Southern avec 
plusieurs enzymes de restriction et plusieurs sondes (Southern, 1975), permettant 
d' identifier et caracteriser 1'insertion dans le genome de la plante. et de differencier ainsi les 
evenements de transformation. 

20 Le precede est caracterise en ce que l'etape de selection des transformants primaires 

hybrides consiste a identifier les sequences genomiques adjacentes a l'ADN-T insere pour 
determiner le genome parent receveur dudit ADN-T. 

Pour chaque transformant primaire qui s'est revele conforme au phenotype attendu 
et qui a ete selectionne suivant les criteres- monolocus ou monocopie et absence 

25 d'extrabordures- les sequences genomiques de 1'hote adjacentes a l'ADN-T peuvent etre 
isolees et identifiees, par exemple via une methodologie basee sur la PCR (Polymerase 
Chain Reaction, Saiki Rk. et al., 1988), de preference IPCR (Inverse PCR, Does Mp. Et al., 
1991). Le but etant d'identifier rorigine parentale du genome accepteur du transgene 
(lignee d'interet agronomique ou lignee de transformation). 

30 Enfin 1' identification, pour chaque transformant. du genome de la lignee parentale 

ayant integre l'ADN-T, peut notamment etre basee sur la mise en evidence d'un 
polymorphisme de la taille des fragments de restriction (RFLP, Restriction Fragment 
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Length Polymorphism, Burr B. et al., 1983) entre les lignees parentales et le transformant, 
en utilisant comme sondes, le ou les fragments genomiques adjacents, precedemment 
identifies. 

De facon alternative, le sequencage des bordures genomiques de 1'ADN-T et la 
5 mise en evidence de SNP (Single Nucleotid Polymorphism) par comparaison avec les 
sequences des lignees parentales, peuvent egalement permettre T identification du genome 
parent receveur. 

De plus, lesdites sequences genomiques adjacentes identifiees peuvent encore etre 
utilisees comme sondes sur une population de cartographie connue de Fhomme de 1'art, 

10 pour identifier le chromosome porteur de l'insertion et la position de celle-ci, selon les 
techniques de cartographie (par exemple Murigneux et al., 1993). Ceci permet de choisir 
quelques marqueurs autour de cette position, a utiliser avantageusement dans les etapes 
ulterieures de selection des individus backcrosses. 

La construction de vecteurs d' expression pour la transformation (etape a) est a la 

15 portee de l'homme du metier suivant les techniques standards, comme decrit par exemple 
dans Sambrook et al. (1989). Lesdits vecteurs d'expression peuvent contenir une sequence 
nucleotidique en sens ou en antisens codant par exemple pour une proteine d'interet 
(qualite agronomique, nutritionnelle ou therapeutique), ou proteine de resistance a des 
maladies et/ou pathogenes (herbicide, insecticide), ou un marqueur de selection, ou un 

20 ARN antisens ou un ribozyme..., ainsi que des sequences regulatrices permettant son 
expression chez la plante (promoteur- constitutif ou inductible ou specifique/ peptide 
adressage/ terminateur). Weising et al. (1988) decrit notamment des promoteurs, 
sequences de polyadenylation, genes marqueurs de selection, genes reporteurs, enhancers, 
introns utilisables dans le cadre de F invention. Parmi les sequences nucleotidiques 

25 d'interet, on peut citer tous les acides nucleiques permettant de dormer ou ameliorer un 
trait de caractere benefique chez la plante transgenique resultante. Par exemple, l'acide 
nucleique peut coder pour des proteines ou des transcrits ARN antisens pour favoriser une 
augmentation des valeurs mutritionnelles, du rendement, de la resistance aux pathogenes, 
aux maladies.... De tels genes sont notamment decrits dans les demandes de brevet WO 

30 91/02071 et WO 95/06128. 

A titre d'exemple, on peut citer : 
- le gene bacterien dapA pour augmenter le taux de lysine ; 
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le gene de l'endotoxine Bt ou d'un inhibiteur de protease ou de proteines extraites de 
bacteries comme Photorabus (WO 97/17432 & WO 98/08932) pour la resistance aux 
insectes ; 

parmi les proteines ou peptides d'interet conferant de nouvelles proprietes de resistance 
aux maladies on citera notamment les chitinases (WO92/01792), les glucanases (WO 
93/02197), l'oxalate oxydase (WO 94/13790), ou encore les peptides antibacteriens 
et/ou antifongiques, en paniculier les peptides de moins de 100 acides amines riches en 
cysteines comme les thionines ou defensines de plantes, et plus particulierement les 
peptides lytiques de toutes origines comprenant un ou plusieurs ponts disulfures entre 
les cysteines et des regions comprenant des acides amines basiques, notamment les 
peptides lytiques suivants : l'androctonine (WO 97/30082 et WO 99/09189), la 
drosomicine (WO 99/02717), la thanatine (WO 99/24594) ou l'heliomicine (WO 
99/53053). Selon un mode particulier de realisation de l'invention, la proteine ou 
peptide d'interet est choisi parmi les peptides eliciteurs fongiques, en particulier les 
elicitines (Kamoun et al., 1993 ; Panabieres et al., 1995). 

le gene bar ou pat conferant une tolerance au bialaphos, un gene bacterien ou vegetal 
codant pour une EPSPS pour la resistance a l'herbicide glyphosate (US 4,940,835, US 
5, 188, 642, US 4,971,908, US 5,145,783, US 5,312,910, US5,633,435, US5,627,061, 
US 5,310,667, WO 97/04103) ; le gene codant pour la glyphosate oxydioreductase (US 
5.463,175), un gene bacterien ou vegetal codant pour une HPPD native, mutee ou 
chimere (WO 96/38567, WO 98/02562, WO 99/24585, WO 99/24586) conferant une 
tolerance aux herbicides ayant pour cible PHPPD (i.e diketones, isoxazoles, 
mesotrione, etc) ; 

des genes impliques dans les precedes de biosynthese conduisant a un changement de 
la qualite des produits de la plante transgenique, tels que les genes codant pour des 
enzymes de la biosynthese ou la degradation de l'amidon (i.e synthases, enzymes de 
branchement de l'amidon...) ; genes codant pour des proteines de stockage du grain (i.e 
sous-unites de glutenines, gliadines, hordeines) ; genes lies a la force du grain dans le 
ble (i.e puroindolines). 

les genes modifiant la constitution des plantes modifiees, en particulier la teneur et la 
qualite de certains acides gras essentiels (EP 666 918) ou encore la teneur et la qualite 
des proteines, en particuliers dans les feuilles et/ou les graines desdites plantes. On 
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citera en particulier les genes codant pour des proteines enrichies en acides amines 
soufres (Korit, A.A. et al. ; WO 98/20133 ; WO 97/41239 ; WO 95/31554 ; WO 
94/20828 ; WO 92/14822). Ces proteines enrichies en acides amines soufres auront 
egalement pour fonction de pieger et stocker la cysteine et/ou la methionine 
excedentaire, permettant d'eviter les problemes eventuels de toxicite lies a une 
surproduction de ces acides amines soufres en les piegeant. On peut citer egalement des 
genes codant pour des peptides riches en acides amines soufres et plus particulierement 
en cysteines, les dits peptides ayant egalement une activite antibacterienne et/ou 
antifongique. On citera plus particulierement les defensines de plantes, de meme que 
les peptides lytiques de toute origine, et plus particulierement les peptides lytiques 
suivants : l'androctonine (WO 97/30082 et WO 99/09189), la drosomicine (WO 
99/02717), la thanatine (WO 99/24594) ou l'heliomicine (WO 99/53053). 
- des genes de la sterilite male artificielle (i.e barnase, and PR-glucanase sous controle 
d'un promoteur approprie) peuvent egalement etre utilisees pour la production de 
semences hybrides. 

Les sequences nucleiques d'interet peuvent egalement etre introduites en tant 
qu'outil genetique pour generer des mutants et/ou assister 1' identification, le marquage 
moleculaire ou l'isolation de segments de genes de plantes. D'autres exemples sont decrits 
dans Weising et al. 

Le vecteur d' expression comprenant la sequence nucleique d'interet a introduire 
dans la plante contiendra generalement un marqueur de selection ou un gene rapporteur ou 
les deux, pour faciliter 1' identification ou la selection des cellules transformees. De facon 
alternative, le marqueur de selection peut etre porte par un second vecteur et utilise en 
cotransformation. Ces sequences doivent etre flanquees de sequences regulatrices 
appropriees pour permettre leur expression dans les plantes. Les marqueurs de selection 
sont bien connus de l'homme de metier et incluent, par exemple, des genes de resistance 
aux antibiotiques et aux herbicides. Des exemples particuliers sont decrits dans Weising et 
al ou les demandes de brevets EP 242 236, EP 242 246, GB 2 197 653, WO 91/02071, WO 
95/06128, WO 96/38567 ou WO 97/04103. Un marqueur de selection prefere est 
Fhygromycine B phosphotransferase (hpt), qui peut etre derivee de E. Coli. On peut 
egalement citer le gene de 1' aminoglycoside phosphotransferase du transposon n5 (Aphll) 
qui code pour la resistance aux antibiotiques kanamycine, neomycine, et G418. ainsi que 



WO 01/07632 PCT/FR00/02130 



les genes qui codent pour la resistance ou la tolerance au glyphosate, bialaphos, 
methotrexate, imidazolinones, sulfonylureas, bromoxynil, dalapon et derives. Les genes 
marqueurs de selection conferant une tolerance aux herbicides presentent egalement une 
utilite commerciale dans les plantes transformees resultantes. Le gene rapporteur est 
generalement un gene qui n'est pas present ou exprime dans l'organisme ou tissu receveur 
et qui code pour une proteine dont 1' expression est mise en evidence par des proprietes 
detectables, comme un changement phenotypique ou une activite enzymatique. Des 
exemples sont donnes dans Weising et al. Parmi les genes preferes, on peut citer le gene de 
la Chloramphenicol Acetyl Transferase (cat) de tn9 de E. Coli, le gene de la beta- 
glucuronidase (gus) au locus uidA de E. Coli, le gene de la Green Fluorescent Protein 
(GFP) de Aequoha victoria, et le gene de la luciferase de Photinus pyralis. 

Les sequences regulatrices incluent egalement des promoteurs constitutif, 
inductible, specifique d'un tissu ou d'un organe, ou specifique du stade developpement et 
qui peuvent etre exprimes dans la cellule vegetale. De tels promoteurs sont decrits dans 
Weising et al. 

On peut egalement citer : 

les sequences regulatrices de l'ADN-T de A. tumefaciens, incluant la 
mannopine synthase, la nopaline synthase, l'octopine synthase 
le promoteur de l'aclcohol dehydrogenase de mais ; 
les promoteurs induits par la lumiere tels que le gene de la petite sous- 
unite de la ribulose-biphosphate-carboxylase d'une variete d'especes et le 
promoteur du gene de la proteine de liaison chlorophylle a/b ; 

les promoteurs d'histone (EP 507 698), eventuellement combines avec le 
premier intron de l'actine de riz (WO 99/34005) ; 

le promoteur de l'ubiquitine 1 de mai's (Christensen et al., 1996) 
le promoteur 35S du virus de la mosaique du chou-fleur, ou le promoteur 
19S ou avantageusement le promoteur constitutif double 35S (pd35S), decrits 
dans 1'article de Kay et al., 1987 ; 

le promoteur pCRU du gene de la cruciferine de radis permettant 
1' expression des sequences associees uniquement dans les semences (ou 
graines) de la plante transgenique obtenue (Depigny-This et al., 1992) ; 
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les promoteurs pGEAl et pGEA6 correspondant a la region 5' non 
codante des genes de la proteine de reserve de graines, GEA1 et GEA6, 
respectivement. d'Arabidopsis thaliana (Gaubier et al., 1993) et permettant une 
expression specifique dans les graines ; 
5 - le promoteur actine du riz suivi de Fintron actine de riz (pAR-IAR) 

contenu dans le plasmide pActl-F4 decrit par Mc Elroy et al., 1990 ; 

le promoteur HMWG (High Molecular Weight Glutenin) de ble par 
Robert etal., 1989 ; 

les promoteurs regules au cour du developpement tels que les 
10 promoteurs waxy, zeine ou bronze du mai's ; 

les promoteurs specifiques d r un organe ou d'un stade de developpement, 
tels que le promoteur de l'alpha-tubuline decrit dans US 5,635,618. 

le promoteur du gene de zeine de mai's (Pzeine) permettant F expression 
dans 1'albumen des semences de mai's (Reina et al., 1990) ; 
15 - le promoteur N d'un clone genomique de mai's, dont le cDNA est 

reference dans la publication de Shen et al. (1994). 
On peut encore utiliser une sequence de regulation promotrice specifique de regions 
ou de tissus particuliers des plantes, et plus particulierement des promoteurs specifiques 
des graines (Datla, R. et al.. 1997), notamment les promoteurs de la napine (EP 255 378), 
20 de la phaseoline, de la glutenine, de Fheliantinine (WO 92/17580), de 1'albumine (WO 
98/45460), de Foelosine (WO 98/45461), de I'ATSl ou de l'ATS3 (WO 99/20775). 

On peut egalement employer un promoteur inductible avantageusement choisi parmi 
les promoteurs de phenylalanine ammoniac lyase (PAL), d'HMG-CoA reductase (HMG), 
de chitinases, de glucanases, d'inhibiteurs de proteinase (PI), de genes de la famille PR1, 
25 de la nopaline synthase (nos) ou du gene vspB (US 5 670 349), le promoteur HMG2 (US 5 
670 349), le promoteur de la beta-galactosidase (ABG1) de pomme ou le promoteur de 
Famino cyclopropane carboxylate syntase (ACC synthase) de pomme (WO 98/45445). 

D'autres elements tels que les introns. enhancers, sequences de polyadenylation et 
derivees, peuvent egalement etre presentes dans la sequence nucleique d'interet, pour 
30 obtenir ameliorer F expression ou le fonctionnement du gene transformant. A titre 
d'exemple d'enhancer, Factivateur de translation du virus de la mosai'que du tabac (VMT) 
decrit dans la demande WO 87/07644, ou du virus etch du tabac (VET) decrit par 
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Cairington & Freed (1990). Parmi les introns utilisables, le premier intron AdhlS de mais 
peut etre place entre le promoteur et la sequence codante d'une sequence nucleique 
d'interet. Cet intron, inclus dans une construction genetique, est connu pour augmenter 
l'expression d'une proteine dans les cellules de mais (Callis et al., 1987). On peut 
5 egalement utiliser le premier intron du gene shrunken- 1 de mais (Maas et al., 1991), le 
premier intron du gene de la catalase du pois castor (cat-1) (Ohta et al., 1990) ; le second 
intron du gene ST-LS1 de la catalase de pomme de terre (Vancanneyt et al., 1990) ; l'intron 
du virus DSV nain jaune du tabac(Morris et al. 1992) ; l'intron actine -1 (act-1) du riz 
(McElroy et al. 1990) et l'intron 1 de la triose phosphate isomerase (TPI) (Snowden et al., 
10 1996). Cependant, une expression suffisante peut souvent etre obtenue sans intron (Battraw 
etal, 1990). 

Le vecteur d'expression peut aussi comprendre des sequences codant pour un 
peptide de transit, pour amener la proteine codee par le gene heterologue dans les 
chloroplastes des cellules de plante. Ces peptides de transit bien connus de 1'homme de 

15 metier peuvent inclure les peptides de transit simples ou multiples, obtenus par la 
combinaison de sequences codant pour au moins deux peptides de transit. Le peptide de 
transit peut etre simple, comme un peptide de transit d'EPSPS (decrit dans le brevet US 
5,188,642) ou un peptide de transit de celui de la petite sous-unite de ribulose- 
biscarboxylase/oxygenase (ssu RuBisCO) d'une plante, eventuellement comprenant 

20 quelques acides amines de la partie N-terminale de la ssu RuBisCO mature (EP 1 89 707) 
ou encore un peptide de transit multiple comprenant un premier peptide de transit de plante 
fusionne a une partie de la sequence N-terminale d'une proteine mature a localisation 
plastidiale, fusionnee a un deuxieme peptide de transit de plante tel que decrit dans le 
brevet EP 508 909, et plus particulierement le peptide de transit optimise comprenant un 

25 peptide de transit de la ssu RuBisCO de tournesol fusionne a 22 acides amines de 
l'extremite N-terminale de la ssu RuBisCO de mais fusionnee au peptide de transit de la 
ssu RuBisCO de mais tel que decrit avec sa sequence codante dans le brevet EP 508 909. 
Un peptide transit prefere est Peptide de Transit Optimise (OTP) decrit dans le brevet US 
5,635,618. 

30 La transformation de cellules vegetales de Phybride peut etre realisee par les 

techniques connues de 1'homme de metier. 
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On peut citer notamment les methodes de transfert direct de genes telles que la 
microinjection directe dans des embryoides de plante (Neuhaus et Coll., 1987), 
1'infiltration sous vide (Bechtold et al., 1993) ou l'electroporation (Chupeau et Coll., 1989) 
ou encore la precipitation directe au moyen de PEG (Schocher et Coll., 1986) ou le 
5 bombardement par canon de particules (Fromm M. et al., 1990). 

On peut egalement infecter la plante par une souche bacterienne notamment 
d' Agrobacterium. Selon un mode de realisation du procede de 1' invention, les cellules 
vegetales sont transformees par un vecteur selon 1' invention, ledit hote cellulaire etant 
susceptible d' infecter lesdites cellules vegetales en permettant 1' integration dans le genome 

10 de ces dernieres, des sequences d'ADN d'interet initialement contenues dans le genome du 
vecteur susmentionne. Avantageusement, l'hote cellulaire susmentionne utilise est 
Agrobacterium tumefaciens, notamment selon la methode decrite dans rarticle d'An et 
al.(1986), ou encore Agrobacterium rhizogenes, notamment selon la methode decrite dans 
Farticle de Jouanin et al., 1987. 

15 De maniere preferentielle, la transformation des cellules vegetales est realisee par le 

transfert de la region T du plasmide circulaire extra-chromosomique inducteur de tumeurs 
Ti d 'Agrobacterium tumefaciens, en utilisant un systeme binaire (Watson et al). Pour ce 
faire, deux vecteurs sont construits. Dans un de ces deux vecteurs, la region de l'ADN-T a 
ete eliminee par deletion, a 1' exception des bords droits et gauche, un gene marqueur etant 

20 insere entre eux pour permettre la selection dans les cellules de plantes. L'autre partenaire 
du systeme binaire est un plasmide Ti auxiliaire, plasmide modifie qui n'a plus d'ADN-T 
mais contient toujours les genes de virulence vir, necessaires a la transformation de la 
cellule vegetale. Ce plasmide est maintenu dans Agrobacterium. 

De maniere preferentielle, la transformation de cellules vegetales par 

25 Agrobacterium tumefaciens est realisee selon le protocole decrit par Ishida et al (1996), 
notamment a partir d'embryons immatures de 10 jours apres la fecondation. 

De fa9on alternative, on peut utiliser la methode de transformation d'embryons 
immatures decrite dans la demande intemationale WO 98/32326, ou la methode de 
transformation des inflorescences de plantes monocotyledones decrite dans la demande de 

30 brevet WO 99/67357. 
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Les deux lignees parentales de Thybride sont ainsi choisies : pour Tune, sur son 
aptitude a la transformation (lignee parentale de transformation) et pour 1' autre, sur sa 
polyvalence ou son importance commerciale sur le marche (lignee parentale d'interet). 

Actuellement, la lignee presentant la meilleure aptitude a la transformation par 
5 Agrobacterium est la lignee A188 ; c'est celle qui est generalement utilisee pour la 
production de transformant. Parmi les lignees de transformation et les lignees elites 
commerciales connues, on peut citer notamment celles decrites par Ishida et al (1996) et 
Pioneer (WO 98/32326). 

Parmi les cellules susceptibles d'etre transformees selon le precede de l'invention, 
10 on peut citer a utre d'exemples des cellules de plantes de grandes cultures (mals, ble, colza, 
tournesol, pois, soja, orge...) ou des plantes potageres et fleurs. 

Les etapes de transformation (a) et selection (etape b- procede selon l'invention) 
decrites precedemment ont permis de selectionner des transformants qui ont integre le 
transgene dans le genome de type non apte a la transformation . Lesdits transformants 
15 selectionnes contiennent 50% du genome de la lignee parentale de transformation et 50% 
du genome de la lignee parentale agronomique. 

La reconversion vers une lignee fixee en genome d'interet pur (etape c), passe par 
des retrocroisements (backcross) successifs avec la lignee parentale d'interet et une 
selection des individus obtenus selon la methode classique d'analyse phenotypique ou 
20 preferentiellement la selection assistee par marqueurs (Hospital et al., 1992). 

Cette selection est basee notamment sur les criteres suivants : 

(i) variabilite autour du site d' integration du transgene, avec elimination de tout 
fragment lie provenant de la lignee donneuse de transformation (selection d'evenements de 
recombinaison). La recombinaison genetique souhaitee est selectionnee d'un cote du gene 

25 a une generation de retrocroisement et de 1' autre cote a la generation suivante. 

(ii) recherche du meilleur ratio genome d'interet (rapport du % genome d'interet 
agronomique sur le % du genome global) pour 1' ensemble du genome. 

L'etape (i) s'avere limitante dans le cas ou le transgene est insere dans un genome 
de type A 188 par exemple, car il est necessaire d'eliminer tout fragment provenant de cette 
30 lignee de transformation en selectionnant les evenements de recombinaison les plus 
proches du transgene (evenements rares). Cela requiert : d'effectuer les etapes de 
retrocroisements sur un grand nombre de plantes pour selectionner au moins une plante 



recombinee correctement des deux cotes de 1' insertion (2e retrocroisement ou backcross) ; 
d'attendre un backcross supplemental pour appliquer. sur un nombre sufFisant de plantes, 
une pression de selection sur l'ensemble du genome. S'il est possible d'obtenir in fine des 
plantes fixees en genome d'interet a plus de 99% des le 4e backcross, ces plantes resteront 
5 au mieux pseudoisogeniques au site d'insertion du transgene. 

Dans le cas ou le transgene est insere dans un genome de type agronomique (lignee 
parentale d'interet), et que les transformants primaires sont selectionnes pour cette 
caracteristique selon l'invention, cette etape (i) de selection d'evenements rares de 
recombinaison n'est plus necessaire. En consequence, on obtient une reduction potentielle 
10 du nombre de retrocroisements necessaires et/ou du nombre d'individus a tester et/ou du 
nombre de marqueurs pour la selection, ainsi qu'il sera decrit a l'exemple 4. L'allegement 
du precede global de reconversion vers le genome d'interet pur s'ajoute au benefice majeur 
de l'invention, qui est l'obtention d'une isogenie vraie pour les lignees transgeniques 
produites. 

15 L'invention a egalement pour objet un precede dans lequel sont selectionnes des le 

premier retrocroisement en c) les individus dont le chromosome receveur de l'ADN-T a 

conserve un genotype entierement de type lignee d'interet et qui ont un ratio genome 

d'interet sur l'ensemble du genome d'au moins 75%. 

Rentre egalement dans le cadre de l'invention 1' utilisation du precede pour 
20 introgresser plusieurs caracteres transgeniques dans une plante sans addition de fragments 

lies au transgene pouvant faire l'objet d'un fardeau genetique. 

L'invention conceme egalement un precede permettant de cibler le genome parent 

receveur d'un ADN-T apres transformation d'un hybride, comprenant 1' identification des 

sequences genomiques adjacentes a l'ADN-T insere. 
25 Elle a egalement pour objet toute plante ou partie de plante, notamment semence 

transgenique obtenues selon l'invention, a l'une ou l'autre des etapes decrites 

precedemment. 

Font egalement partie de l'invention les lignees isotransgeniques vraies obtenues a 
partir de transformants hybrides caracterisees en ce qu'elles sont fixees en genotype 'lignee 
30 d'interet' pur sur l'ensemble du genome et ont integre de facon stable l'ADN-T contenant 
le transgene. En particulier, les lignees isotransgeniques vraies obtenues selon V invention 
sont des lignees elites. 
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Selon un autre mode de realisation, le procede selon 1' invention est caracterise en ce 
qu'il comprend une etape ulterieure de croisement entre la lignee isotransgenique selon 
1' invention et une autre lignee d'interet, notamment une autre lignee isotransgenique selon 
l'invention contenant un transgene different, pour l'obtention d'hybrides commerciaux. 

L' invention concerne egalement les hy brides commerciaux ainsi produits. 

Les figures et exemples ci-apres illustrent l'invention sans en limiter la portee. 

LEGENDES PES FIGURES 
Figure 1 : carte plasmidique d'un construit derive de pBIOS273 

Figure 2 : Mise en evidence par analyse RFLP sur les transformants primaires, du genome 
parental receveur de l'ADN-T. 
EXEMPLES 

La transformation du mai's a titre d'exemple, peut notamment etre realisee selon le 
protocole de Ishida et al (1996) qui utilise les proprietes naturelles d'Agrobacterium 
tumefaciens et la strategic du systeme binaire (Hiei et al., 1994). 

Exemple 1 : Preparation des vecteurs 

Le plasmide superbinaire est le resultat d'une recombinaison homologue entre un 
vecteur intermediaire porteur de l'ADN-T contenant le gene d'interet et/ou le marqueur de 
selection, et le vecteur pSBl de Japan Tobacco (EP 672 752) qui contient : les genes virB 
et virG du plasmide pTiBo542 present dans la souche supervirulente A281 
d'Agrobacterium tumefaciens (ATCC 37349) et une region homologue retrouvee dans le 
vecteur intermediaire permettant cette recombinaison homologue. 

Le vecteur intermediaire pour 1' introduction du gene d'interet est le vecteur pBIOS 
273. Ce vecteur a ete genere en 2 grandes etapes : 

- clonage du fragment BspDI/XhoI (pAct-Bar-terNos) du vecteur pDM 302 (Cao et al., 
1992) dans le vecteur pSB12 (Komari T. et al, 1996) digere par Smal / BspDI : le vecteur 
pDM302 est digere avec l'enzyme Xhol (site unique sur le vecteur), generant ainsi des 
extremites cohesives 5' sortantes. Ces extremites sont rendues franches apres traitement a 
la Klenow. Une seconde digestion est ensuite effecruee avec BspDI (extremites cohesives). 
La jonction des sites Xhol 'franc' et Smal permet de recreer le site de coupure Xhol (en 
position 2363). Ces differentes etapes permettent un clonage oriente dans pSB12 et le 
vecteur resultant est appele pBIOS 272. 
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- deletion du site Xhol en position 3363 du vecteur pBIOS 272 par digestion partielle avec 
Xhol et action de la DNA Polymerase I large fragment. Le vecteur obtenu, possedant un 
site unique Xhol, est nomine pBIOS 273. 

Selon les techniques de clonage bien connues de Phomme de metier, un grand 
5 nombre de sequences codant pour un gene d'interet peuvent etre clonees dans ce vecteur 
pBIOS 273, aux fins de l'invention (Figure 1). 

Le vecteur intermediaire est introduit dans les cellules d'A. tumefaciens souche 
LBA 4404 (Hoekema et al, 1983) contenant le vecteur pSBl par electroporation selon les 
methodes bien connues. Les agrobacteries contenant les vecteurs superbinaires sont 
10 selectionnees sur milieu YT CaC12 en presence d'antibiotiques (dont les genes de 
resistance sont portes respectivement par les plasmides des differents types), par exemple 
tetracycline et spectinomycine a une concentration de 50mg/l. Seuls les plasmides 
superbinaires recombinants porteront la resistance a la spectinomycine (gene initialement 
sur les plasmides intermediaires, ne possedant pas d'origine de replication dans 
15 Agrobacterium, etant de ce fait incapables de se repliquer dans cette bacterie). Ces 
plasmides sont ensuite caracterises par restriction enzymatique et analyse Southern. 

Exemple 2 : Transformation d'hvbride de mais 

a) Obtention de l'hybride 

Les lignees choisies pour fabriquer l'hybride a transformer (lignee A188 et lignee 
20 d'interet) sont semees en serre puis cultivees au phytotron ou en serre apres rempotage. Les 
plantes sont cultivees dans de la tourbe et arrosees quotidiennement avec une solution 
nutritive SuperPlantora (taux de NPK : 14-10-14 + 3% de MgO). Elles sont soumises a une 
photoperiode de 16 ::8 et a ime intensite lumineuse de 3 a 4000 Lux. La temperature 
moyenne est de 25°C. Des l'emergence de l'epi, celui ci est couvert d'un sac en papier 
25 pour eviter toute contamination avec du pollen etranger. Ce sac est maintenu jusqu'au 
moment de la recolte de l'epi. 

L'embryon hybride est produit soit en fecondant la lignee A 188 avec du pollen de 
la lignee elite, soit en fecondant la lignee elite avec du pollen de Al 88. 

9 a 10 jours apres la fecondation l'epi est observe pour determiner la taille des 
30 embryons. Si celle ci est comprise entre 1 et 1.2 mm, l'epi est recolte et les embryons 
seront aussitot preleves pour etre mis en transformation selon le protocole decrit par Ishida 
eta/.(1996). 
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b) Transformation et regeneration 

Le protocole de transformation decrit par Ishida et al. (1996) a ete choisi dans le 
cadre de cet exemple ; tous les milieux utilises sont references dans ce protocole. La 
transformation debute avec une phase de co-culture ou les embryons immatures des plantes 
de mai's sont mis en contact pendant au moins 5 minutes avec Agrobacterium tumefaciens 
LBA 4404 contenant les vecteurs superbinaires. Les embryons sont ensuite places sur 
milieu LSAs pendant 3 jours a l'obscurite et a 25°C. Une premiere selection est effectuee 
sur les cals transformes : les 'embryons-cals : sont transferes sur milieu LSD5 contenant de 
la phosphinotricine a 5 mg/1 et de la cefotaxime a 250 mg/1 (elimination ou limitation de la 
contamination par Agrobacterium tumefaciens). Cette etape est menee 2 semaines a 
1'obscurit.e et a 25°C. La deuxieme etape de selection est realisee par transfert des 
embryons qui se sont developpes sur milieu LSD5, sur milieu LSD 10 (phosphinotricine a 
10 mg/1) en presence de cefotaxime, pendant 3 semaines dans les memes conditions que 
precedemment. La troisieme etape de selection consiste a exciser les cals de type I 
(fragments de 1 a 2 mm) et a les transferer 3 semaines a l'obscurite et a 25°C sur milieu 
LSD 1 0 en presence de cefotaxime. 

La regeneration des plantules est effectuee en excisant les cals de type I qui ont 
prolifere et en les transferant sur milieu LSZ en presence de phosphinotricine a 5 mg/1 et de 
cefotaxime pendant 2 semaines a 22°C et sous lumiere continue. 

Les plantules ayant regenere sont transferees sur milieu RM + G2 contenant 
100mg/l d'Augmentin pendant 2 semaines a 22°C et sous illumination continue pour 
l'etape de developpement. Les plantes obtenues sont alors transferees au phytotron en vue 
de leur acclimatation. 

De facon alternative on peut utiliser le protocole decrit dans la demande de brevet 
WO 98/32326pour transformer des embryons immatures de mais. 

Exemple 3 : Selection des transformants qui ont inteere le transgene sur le genome 

d'interet (genome parental non apte a la transformation) 

a) selection des transformants monocopie et depourvus de sequence plasmidique 
indesirable 

Parmi les transformants primaires, sont done preferentiellement choisis ceux qui 
presentent une insertion monolocus ou monocopie sans sequence plasmidique indesirable. 
La technique Southern avec plusieurs enzymes de restriction et plusieurs sondes 
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appropriees (Southern, 1975) peut notamment etre utilisee pour identifier et caracteriser 
l'insertion dans le genome de la plante, permettant ainsi de differencier les evenements de 
transformation. Cette methodologie permet en effet de mettre en evidence des differences 
individuelles dans la taille des fragments de restriction obtenus avec une enzyme donnee et 
une sonde donnee. correspondant a des emplacements definis sur le genome. 

On peut utiliser, a titre d'exemple. le protocole decrit dans Sambrook et al. (1989). 
L'ADN genomique est extrait a partir de feuilles des transformants primaires suivant un 
protocole d'extraction au CTAB (Dean C. et al., 1992). Cet ADN est ensuite digere selon 
les techniques de biologie moleculaire bien connues, par une enzyme de restriction coupant 
au moins une fois a l'interieur de l'ADN-T. A l'aide de sondes appropriees qui s'hybrident 
de part et d'autre du site de coupure, on peut ainsi caracteriser l'insertion des deux cotes 
internes -bordures droite et gauche - de l'ADN-T suivant la procedure adaptee. Pour une 
meme sonde et pour plusieurs individus, des differences observees dans la taille des bandes 
refletent des sites d'insertion differents. Les fragments d'ADN obtenus sont separes sur un 
gel d'agarose de 0.9 a 1% puis transferes sur une membrane Hybond N+ (Amersham). 
L'ADN du plasmide intermediaire comprenant l'ADN-T porteur du gene d'interet et du 
marqueur de selection, est inclus dans l'analyse comme temoin. La membrane est hybridee 
avec des sondes homologues aux sequences du transgene etudie : 
-une sonde specifique du gene marqueur selectif, denommee SI . 
-une sonde specifique du gene d'interet, denommee S2. 

-deux sondes denommees ex RB et ex LB (pour extra Right Border et extra Left Border) 
qui sont utilisees conjointement pour 1'hybridation. Cette hybridation nous permet 
d'eliminer les plantes contenant des sequences externes a l'ADN-T (extra-bordures). Une 
integration correcte suppose que seul l'ADN-T est insere dans le genome de 1'hote, sans 
sequence extrabordure. Les sequences des plasmides de base etant connues (pBIOS273 
derive de pSB12), les sondes ex RB et ex LB sont obtenues par amplification avec des 
oligonucleotides specifiques des regions plasmidiques extra-bordures du T-DNA, RB2 et 3 
pour ex RB, LB2 et 3 pour ex LB. 

SEQ ID N°l Oligo RB2 : 5' ATCATCCTGTGACGGAACTTTG 3' 
SEQ ID N°2 Oligo RB3 : 5' AAGGGCGTGAAAAGGTTTATCC 3' 
SEQ ID N°3 Oligo LB2 : 5' GCTCGGCACAAAATCACCAC 3' 
SEQ ID N°4 Oligo LB3 : 5' CATAGTTCTCAAGATCGACAGC 3' 
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Les plantes retenues a l'issue de cette analyse moleculaire ne presentent pas de signal 
d'hybridation avec les sondes ex RB et ex LB, et presentent si possible une seule bande 
avec chacune des sondes SI et S2, traduisant une insertion simple monocopie (une copie 
du gene de selection et une copie du gene d'interet). Suivant la procedure adoptee, des 
5 differences dans la taille des bandes entre plantes seront le reflet d'insertions differentes et 
correspondant a des evenements de transformation differents. 

b) identification des sequences genomiques adjacentes a l'ADN-T insere 
Pour chaque transformant primaire qui s'est revele conforme au phenotype attendu 
et qui a ete selectionne suivant les criteres- monolocus ou monocopie et absence 

10 d'extrabordures- les sequences genomiques adjacentes a l'ADN-T peuvent etre isolees et 
identifiees par exemple via une methodologie basee sur la PCR. Le but etant d'identifier 
l'origine parentale du genome receveur du transgene (lignee d'interet ou lignee de 
transformation). Plusieurs techniques basees sur la PCR peuvent etre utilisees, par exemple 
le PCR walking (Devic et al., 1997); de preference, le kit commercial Universal 

15 Genome Walker de la societe Clontech peut etre utilise dans le cadre de cette invention. On 
peut suivre le protocole suivant, base sur la notice d'utilisation de ce kit : l'ADN des 
transformants primaires precedemment selectionnes est digere separement par 5 enzymes 
de restriction (enzymes qui generent des fragments d'ADN presentant des extremites 
tranches) ; les enzymes utilisees peuvent etre celles preconisees par le fournisseur a site de 

20 restriction 6 paires de bases pb- Dral, Eco RV, PvuII, Seal et StuI ou d'autres enzymes 
specifiques de sites de restriction a 4 ou 5pb. Pour chaque echantillon, les fragments 
generes sont ensuite lies aux deux extremites a l'adaptateur GenomeWalker fourni avec le 
kit. Chaque echantillon est ensuite separe en deux (echl et ech2) pour pouvoir determiner 
les sequences genomiques contigues aux deux bordures de l'ADN-T. La recuperation des 

25 regions genomiques flanquant les deux bordures de l'ADN-T permet non seulement de 
confirmer le resultat de 1' integration mais egalement de faciliter l'identification du parent 
receveur et de permettre une verification de la cartographie genetique si necessaire. 

Deux types d'oligonucleotides sont designes pour la mise en ceuvre des 
amplifications PCR successives : les oligos AP pour Adaptor Primer, foumis par le kit ; et 

30 les oligos GSP pour Gene-Specific Primer, dont le choix depend de la sequence du vecteur 
derive de pSB12 et des parametres definis dans la notice d'utilisation du kit. Parmi les 
oligonucleotides GSP pouvant etre utilises selon l'invention. on peut citer les 
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oligonucleotides identifies par le logiciel MacVector (version 6) a partir des 
caracteristiques decrites dans le Tableau ci-dessous. 
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Nom 


Sequence 


Taille 


Tm{°C) 


position 
(pBIOS273) 


% GC 


GSPLBl 


ID NO 5 


29 


71,3 


3020 


58,6 


GSPLB2 


ID NO 6 


29 


64, 9 


3081 


41, 4 


GSPLB3 


ID NO 7 


28 


70, 1 


3021 


57, 1 


GSPLB4 


ID NO 8 


27 


70,1 


3018 


59,3 


GSPLB5 


ID NO 9 


27 


70, 1 


3019 


59, 3 


GSPLB6 


ID NO 10 


27 


68, 7 


3022 


55,6 


GSPLB7 


ID NO 11 


27 


63, 3 


3064 


40, 7 


GSPLB8 


ID NO 12 


27 


63, 3 


3077 


40,7 


GSPLB9 


ID NO 13 


26 


68,7 


3019 


57,7 


GSPLB11 


ID NO 14 


26 


68, 7 


3023 


57, 7 


GSPLB13 


ID NO 15 


26 


63, 0 


3078 


42, 3 


GSPRB1 


ID NO 16 


29 


67, 5 


571 


48, 3 


GSPRB2 


ID NO 17 


29 


67, 5 


592 


48, 3 


GSPRB3 


ID NO 18 


29 


67, 5 


655 


48, 3 


GSPRB4 


ID NO 19 


29 


66, 2 


656 


44, 8 


GSPRB5 


ID NO 20 


28 


67,4 


570 


50 


GSPRB6 


ID NO 21 


28 


66,1 


591 


46,4 


GSPRB7 


ID NO 22 


28 


66,1 


654 


46,4 


GSPRB8 


ID NO 23 


28 


66,1 


655 


46,4 


GSPRB9 


ID NO 24 


27 


67,4 


569 


51, 9 


GSPRB10 


ID NO 25 


27 


66, 0 


590 


48, 1 


GSPRB11 


ID NO 26 


27 


70,1 


614 


59,3 


GSPRB12 


ID NO 27 


27 


64,6 


653 


44, 4 


GSPRB13 


ID NO 28 


27 


64,6 


654 


44, 4 


GSPRB14 


ID NO 29 


26 


65, 9 


568 


50 


GSPRB15 


ID NO 3 0 


26 


64,5 


589 


46, 2 



Une premiere amplification PCR, utilisant par exemple les oligos de type GSPLB 
ou GSPRB selon qu'ils soient specifiques d'une sequence interne de l'ADN-T cote RB ou 
LB, est effectuee comme suit : 

-avec l'oligo API specifique de l'adaptateur et l'oligo GSPRBx pour echantillonl, 
-avec l'oligo API et l'oligo GSPLBx pour echantillon2. 

Les produits d'amplification sont dilues puis soumis a une deuxieme amplification: 
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- avec l'oligo AP2 specifique de 1'adaptateur et l'oligo GSPRBy pour echantillonl, 
-avec l'oligo AP2 et l'oligo GSPLBy pour echantillon2. 

Ces oligonucleotides GSP sont utilisables notamment pour tous les vecteurs derives de 
pBIOS273, dans lesquels seule la sequence du gene d'interet serait remplacee. 
5 Des sequences speciflques des genes inseres a 1'interieur de FADN-T peuvent etre 
egalement utilisees. 

Les produits d' amplification PCR obtenus sont analyses sur gel et Ton choisit 
preferentiellement ceux qui sont superieurs a 200-300 pb. Ces produits d'amplification 
PCR - qui contiennent une partie de sequence connue (entre oligo GSP et bordure de 

10 l'ADN-T) et une partie de sequence genomique inconnue (entre oligo AP et bordure de 
l'ADN-T) sont ensuite clones par exemple dans le vecteur plasmidique pGEM-T 
(Promega) selon les recommandations du fournisseur puis sequences avec les 
oligonucleotides universels direct et reverse. Le cas echeant, des oligonucleotides internes 
pourront etre utilises pour completer les donnees. II est ainsi possible de generer des sondes 

15 'speciflques' de la sequence genomique de l'hote bordant l'ADN-T. 
c) Identification du genome parent receveur. 

Cette derniere etape conduisant a 1' identification, pour chaque transformant, du 
genome de la lignee parentale ayant integre l'ADN-T, peut notamment etre realisee selon 
le protocole suivant (Sambrook et al. 1989). Les bordures recuperees sont utilisees comme 

20 sondes et hybridees sur un transfert de gel d'electrophorese contenant l'ADN digere 
separement par differentes enzymes de restriction des differents transformants et des deux 
lignees parentales. La mise en evidence d'un polymorphisme de la taille des fragments de 
restriction (RFLP) homologues a la sonde - et done au locus d'insertion - entre les lignees 
parentales, nous permet de definir le parent receveur par comparaison avec le profil du 

25 transformant, heterozygote pour 1' insertion. Par 1' expression 'heterozygote (hemizygote) 
pour rinsertion', on entend que le transformant hybride porte l'ADN-T contenant le 
transgene sur un seul des deux chromosomes Une integration dans la lignee parentale 
d'interet se traduit done par un RFLP par rapport a la lignee d'interet et non par rapport a 
1'autre parent. Dans le cas d'une insertion simple dans la lignee d'interet, le profil du 

30 transformant primaire se caracterise par deux bandes : une bande de taille identique a celle 
du parent de transformation et une bande de taille differente de celle du parent d'interet. A 
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titre d'exemple la Figure 2 presente les profils attendus pour les parents et le transformant, 
dans le cas d'une insertion dans le chromosome de l'un ou l'autre des parents (2 cas). 

L' identification du parent receveur peut egalement etre obtenue selon une autre 
alternative, qui consiste a utiliser les donnees de sequencage des bordures genomiques de 
l'ADN-T obtenues en b) pour mettre en evidence des SNP (Single Nucleotide 
Polymorphism) entre les lignees parentales. Apres clonage dans pGEM-T de la sequence 
adjacente genomique recuperee et determination de la sequence complete, des 
oligonucleotides peuvent etre designes sur la sequence et utilises pour de nouvelles 
amplifications PCR sur les lignees parentales et le transformant. S'il existe un 
polymorphisme nucleotidique entre les deux parents pour la portion genomique ayant servi 
a designer les oligonucleotides, une insertion dans la lignee d'interet se traduira par une 
amplification pour la lignee d'interet et le transformant et pas d' amplification pour l'autre 
parent. Si par contre, aucun polymorphisme n'est detecte (amplification d'un meme 
fragment chez les deux lignees parentales, dans le cas d'un fragment genomique conserve), 
le sequencage desdits fragments amplifies chez les lignees parentales sera necessaire. 
L'analyse comparative avec les sequences adjacentes genomiques du transformant, 
identifiees et sequencers en b), determinera alors le parent receveur du transgene. Selon 
l'une ou l'autre methode, il sera possible de differencier les lignees pseudo-isogeniques 
obtenues par les precedes decrits dans l'art anterieur des lignees isotransgeniques vraies 
obtenues selon 1' invention. 

Exemple 4 : Retrocroisements avec le parent d'interet et selection des individus 

iusqu'a I'obtention de lignees isotrangeniques. 

Les etapes precedentes ont permis de selectionner des transformants qui ont integre 
le transgene dans le genome d'interet; par ailleurs lesdits transformants contiennent 50% en 
genome parent de transformation et 50% en genome d'interet. 

Preferentiellement, la selection des plantes issues des retrocroisements avec la 
lignee parentale d'interet, est assistee par marqueurs selon les methodes connues, 
notamment celle decrite par Ragot et al. (1995). 

A titre comparatif et demonstratif des avantages de la selection des transformants 
primaires selon 1' invention, sera decrit en preambule le cas d'un processus de selection 
apres insertion du transgene dans le genome de type Al 88. 
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Cas d'une insertion sur un chromosome de type A188 (pas de selection des 
transformants primaires) 

Classiquement, ia recombinaison genetique souhaitee est selectionnee d'un cote du 
gene a une generation de retrocroisement et de l'autre cote a la generation suivante. La 
5 taille du genome du mai's etant estimee a 2000 centimorgans (cM), les evenements de 
recombinaisons a selectionner lors des deux premiers retrocroisements (BC1 et BC2), pour 
ne transferer que l/1000 iiine du genome non-elite lie au transgene, devront se situer a lcM 
de part et d'autre de l'insertion, respectivement. 

La selection des evenements de recombinaison assistee par des marqueurs 

10 predefinis (proches du transgene) est effectuee en BC1 et BC2 sur un nombre de plantes 
calcule comme suit : le nombre N de plantes a tester pour obtenir 1 plante recombinee a 
lcM avec une probabilite de 95%, est N= (log0,05) / (log(l-0,01)) -300 plantes, selon la 
loi de probabilite bien connue. Sachant qu'une seule plante recombinee est obtenue a 
Tissue de ces 2 retrocroisements, il parait difficile d'appliquer de surcroit une selection 

15 pour un ratio genome d'interet optimal. Les ratios genome d'interet attendus en BC1 et 
BC2 sont en moyenne de 75% et 87,5% respectivement. Une pression de selection sur 
l'ensemble du genome ne pourra veritablement etre appliquee qu'en BC3, avec une 
centaine de marqueurs repartis sur l'ensemble du genome de mals (banque de donnee de 
l'Universite du Missouri). 

20 La reconversion en genome d'interet, pour ce cas particulier, necessite d'effectuer 

les etapes de retrocroisements sur un grand nombre de plantes (selection d'evenements 
rares sur le chromosome porteur) et d'attendre au moins le 3e backcross pour exercer la 
seconde pression de selection, sur l'ensemble du genome. Enfin, les plantes obtenues in 
fine restent au mieux pseudo-isogeniques (fardeau genetique potentiel). 



Backcross 


Selection evenement recombinaison au site 
d' insertion du transgene 


Caracterisation de l'ensemble genome pour le 
genotype d'interet 




Nb plantes testees 


Plante avec bonne 
recombinaison 


Nb marqueurs a tester 
sur genome 
h&6rozygote residuel 


% genome d'interet 


BC1 


300 


1 


100 


75 


BC2 


300 


1 


50 


87,5 


BC3 


100 




25 


96,8 


BC4 


100 




7 


99,2 



WO 01/07632 



25 



PCT/FROO/02130 



Nb total tests : (300xl)+100+(300xl)+50+(100x25)+(100x7)=3950 tests, pour selectionner 1 plante qui soit 
pseudoisogenique au site du transgene (porte 1/1000 du genome A188 lie au transgene soit en moyenne 50 a 
80 genes, le genome de mais possedant en moyenne 50000 a 80000 genes) et fixee a plus de 99% en 
gen me d'interet en BC4. 

Cas d'une insertion sur un chromosome de la lienee parentale d'interet ("selection 
selon T invention du transformant primaire correspondant, avant retrocroisements 
avec le parent d'interetV 

Selon les orientations choisies en fonction des priorites accordees a la 
biotechnologie, et/ou la production/rendement et/ou la selection, plusieurs schemas de 
selection sont possibles, integrant le cas echeant une preselection sur le chromosome 
receveur de l'insertion. Contrairement au cas d'une insertion dans un genome de type 
A 188, on selectionnera ici des evenements de recombinaison situes loin du transgene ou 
aucune recombinaison sur le chromosome receveur du transgene. 
A titre d'exemples, on peut citer les options suivantes. 



Option 1 : Pas de selection au site d' integration du transgene ; selection ratio 
genome d'interet des BCl. 



Backcross 


Selection evenement recombinaison au site 
d' insertion du transgene 


Caracterisation de r ensemble genome pour le 
genotype d'interet 




Nb plantes testees 


Plante avec bonne 
recombinaison 


Nb marqueurs 


% genome d'interet 


BCl 


100 




100 


87,5 


BC2 


100 




25 


« 100 


BC3 


100 




7 


* 100 



Nb total tests : (100xl00)+(100x25)+(100x7)=13200 tests, pour selectionner 1 plante isogenique vraie au 
site du transgene et fixee a » 100% en genome d'interet en BC3 (gain de un retrocroisement). 



Option 2 : Selection en BCl de 1'individu ayant le chromosome porteur du 
transgene qui soit entierement de type lignee d'interet ; selection en BC3 pour le ratio 
genome d'interet. 

Connaissant le chromosome sur lequel est insere l'ADN-T (cartographie), il est 
possible de selectionner en BCl, a l'aide de 10 marqueurs repartis sur ce chromosome, une 
plante pour laquelle I'integrite du chromosome receveur d'interet est conservee (aucun 
evenement de recombinaison). Sachant que les chromosomes font une longueur moyenne 
de 200cM, la probability d'avoir une plante sans evenement de recombinaison est 
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P=(O,99) 20O ~O,14. Le nombre N de plantes a tester avec une probability de 95% de l'obtenir 
est N= (log0,05) / (log(l-0.14)) -20. 



La plante ainsi selectionnee sera backcrossee avec le parent d'interet jusqu'a la 
reconversion totale (100%) en genome d'interet sur l'ensemble du genome. 



Backcross 


Selection de l'integrite genome elite sur le 
chromosome poneur du transgene, 
(10 marqueurs) 


Caracterisation de l'ensemble genome pour le 
genotype d'interet 




Nb plantes testees 


Plante avec 
chromosome elite 


Nb marqueurs 


% genome d'interet 


BC1 


20 


1 




75 


BC2 


100 






87,5 


BC3 


100 




25 


» 100 


BC4 


100 




7 


* 100 



5 Nb total tests : (20xl0)+(100x25)+(100x7)=3400 tests pour selectionner 1 plante isogenique vraie au site 
du transgene et fixee a * 100% en genome d'interet des BC3. 

Selon les schemas, on recherchera une reduction du nombre de backcross (rapidite 
de production) ou une reduction du nombre de plantes a utiliser pour les retrocroisements, 
en plus de l'isogenie obtenue de fait selon le procede de 1' invention. 

10 Exemple 5 : Production d'hybrides commerciaux 

Selon les techniques connues de 1'homme de metier et ses connaissances en matiere 
de floraison pour chaque lignee elite parentale (Gallais A. et al., 1983), il est possible de 
croiser lesdites lignees isotransgeniques obtenues a l'exemple 4, en vue d'obtenir des 
hybrides commerciaux. 

15 Exemple 6 : Determination du genome d'insertion du transgene 

13 evenements ont ete obtenus apres transformation d'embryons hybrides selon le 
protocole decrit precedemment a l'exemple 2. Ces evenements ont ensuite ete analyses par 
Southern, pour determiner le nombre de copies du transgene integre, comme decrit 
precedemment a l'exemple 3 (a). 3 de ces evenements se sont averes etre monocopie. 

20 Le transformant 152-2E, choisi pour la recuperation des bordures genomiques 

decrite ci-dessous, a ete obtenu apres transformation avec le plasmide superbinaire 
recombinant pRec 290 issu de pBIOS 290, derive de pBIOS 273 par 1' integration au site 
Xhol d'une cassette « Pro HMWG-Phytl-Nos 3' - Pro HMWG-Phytll-Nos 3' ». Ladite 
cassette est obtenue selon les techniques de clonage classiques, a partir de la sequence Pro 

25 HMWG de ble (Roberts et al The Plant Cell. 1 :569-578, 1989), des sequences 
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nucleotidiques Phytl (N° d'acces EMBL, GenBank : AJ223470) et Phytll (N° d'acces 
EMBL, GenBank : AJ223471), et de la sequence Nos3' (Depicker et al., Mol. Gen. Genet. 
235 (2-3) : 389-396, 1992) et des enzymes de restriction appropriees. 

La recuperation des bordures genomiques a ete realisee du cote bordure droite (RB) 
5 par la technique de PCR ancree en utilisant le kit Genome Walker (Clontech laboratories 
inc.,Palo Alto, California). Comme decrit a l'exemple 3 (b), 1' identification des sequences 
genomiques adjacentes a l'ADN-T insere comprend les etapes suivantes : 

Le couple ^oligonucleotides GSPRB3/AP1 a permis de realiser la premiere PCR 
sur de l'ADN du transformant 152- IE digere a EcoRV. Le produit de cette amplification a 
10 ensuite ete soumis a une deuxieme PCR avec le couple ^oligonucleotides GSPRB9/AP2. 

Les caracteristiques des oligonucleotides GSPRB3 et GSPRB9 sont decrites dans le 
tableau de l'exemple 3 et correspondent aux sequences ID NO 18 et ID NO 24 en annexe. 

Les oligonucleotides API et AP2 sont ceux fournis dans le kit Genome Walker et 
les conditions de PCR sont celles preconisees par le fabricant Clontech. Le fragment 
15 bordure de 380 pb obtenu a cette derniere etape a ete clone dans le vecteur pGEMT 
(Promega corporation, Madison, Wisconsin), pour etre amplifie et utilise comme sonde. 

L' identification du genome receveur decrit a l'exemple 3 (c), a partir du fragment 
bordure recupere, consiste a hybrider ce fragment sonde sur un transfert de gel 
d'electrophorese contenant l'ADN du transformant 152-2E digere avec EcoRV ainsi que 
20 l'ADN des 2 lignees parentales de 1'hybride (Al 88 et L2) et celui de 6 autres transformants. 

Le resultat de 1'hybridation est represente sur la figure 3 : sur cette autoradiographic, 
on visualise de l'ADN correspondant a 7 transformants differents, sachant qu'il y a de 1 a 3 
plantes par transformant. 

L'hybridation avec la sonde bordure met en evidence 1 bande specifique au 
25 genotype A 188 (1.7Kb) et 1 specifique de la lignee elite L2 (2.5 Kb). On retrouve ces 2 
bandes chez tous les transformants (prouvant bien qu'ils sont issus de 1'hybride) sauf pour 
l'evenement H52-1E, qui lui presente une bande plus basse a 0.8 Kb environ. On en deduit 
que le transgene s'est insere dans le fragment attendu EcoRV de 1 .7 Kb du genome de la 
lignee A 188. 

30 Cette experience confirme done la possibility d' identifier, selon le protocole decrit, 

le genome d'insertion de l'ADN-T dans le cas de transformant produit par la technique de 
transformation d'hybride, genome Al 88 dans ce cas precis. 



Selon le meme protocole, il est egalement possible d'obtenir des transformants pour 
lesquels l'insertion de I'ADN-T s'effectue dans le genome elite, avec une probability de 1 
transformant sur 2 en moyenne. 

Dans le cas ou le genome du parent elite est identifie comme le genome receveur de 
5 l'insertion de l'ADN-T, des retrocroisements peuvent etre realises avec le parent d'interet 
et testes en selection jusqu'a Fobtention de lignees isotransgeniques, comme decrit 
precedemment a 1'exemple 4. 
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REVENDICATIONS 

1- Procede d'obtention de lignees isotransgeniques de plantes. comprenant les 
etapes suivantes de : 

5 a) transformation des cellules vegetales d'un hybride de plante constitue par 

le croisement de deux lignees parentales. une lignee d'interet et une lignee 
apte a la transformation, avec un vecteur porteur d'un ADN-T contenant un 
transgene; 

b) selection des transformants primaires hybrides ayant integre ledit ADN-T 
10 uniquement, dans le genome de la lignee d'interet ; 

c) retrocroisements avec la lignee parentale d'interet desdits transformants 
primaires selectionnes en b), et selection des individus issus de ces 
retrocroisements jusqu'a l'obtention de lignees isotransgeniques. 

2- Procede selon la revendication 1. caracterise en ce que l'etape de selection des 
15 transformants primaires hybrides consiste a identifier les sequences genomiques adjacentes 

a 1' ADN-T insere pour determiner le genome parent receveur dudit ADN-T. 

3- Procede selon la revendication 2. dans lequel la determination du genome parent 
receveur dudit ADN-T a partir desdites sequences genomiques adjacentes a 1' ADN-T se 
fait selon une technique de RFLP ou une methode de sequencage. 

20 4- Procede selon Tune des revendications 1 a 3. dans lequel sont selectionnes des le 

premier retrocroisement en c) les individus dont le chromosome receveur de 1' ADN-T a 
conserve un genotype entierement de type lignee d'interet et qui ont un ratio genome 
d'interet sur Fensemble du genome d'au moins 75%. 

5- Procede selon l'une des revendications precedentes, caracterise en ce qu'il 
25 comprend une etape ulterieure de croisement entre la lignee isotransgenique selon 

l'invention et une autre lignee d'interet, notamment une autre lignee isotransgenique 
contenant un autre transgene, pour l'obtention d'une lignee hybride. 

6- Procede selon l'une des revendications precedentes, caracterise en ce que les 
cellules vegetales proviennent d'une espece de grande culture choisie parmi le mai's. ble, 

30 colza, toumesol, pois, soja, orge ou d'une espece potagere ou florale. 
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7- Precede selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce que l'ADN- 
T comprend notamment une sequence nucleotidique codant pour une proteine conferant 
des proprietes agronomiques et/ou de resistance aux maladies. 

8- Procede selon Tune des revendications precedentes, caracterise en ce que les 
5 lignees isotransgeniques obtenues sont des lignees elites commerciales. 

9- Utilisation du procede selon Tune des revendications 1 a 8, caracterisee en ce 
qu'elle permet 1'introgression de plusieurs caracteres transgeniques dans une plante sans 
addition de fragments lies au transgene pouvant faire 1'objet d'un fardeau genetique. 

10- Procede permettant de cibler le genome parent receveur d'un ADN-T apres 
10 transformation d'un hybride, comprenant 1' identification des sequences genomiques 

adjacentes a 1' ADN-T insere. 

11- Plantes ou parties de plantes, notamment semences transgeniques obtenues 
selon 1' invention, a 1'une ou 1' autre des etapes decrites dans les revendications 1 ou 5. 

12- Lignees isotransgeniques vraies obtenues a partir de transformants hybrides 
15 selon 1'une des revendications 1 a 7, caracterisees en ce qu'elles sont fixees en genotype 

lignee d'interet pur sur l'ensemble du genome et ont integre de facon stable 1'ADN-T 
contenant le transgene. 

13- Hybrides commerciaux produits selon le procede decrit a la revendication 5. 
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